Développement d’une nouvelle stratégie neuroprotectrice efficace et d’une méthode de quantification précoce non invasive des lésions de la matière blanche cérébrale immature sur un modèle animal by Pierre, Wyston Chadwick
 
 




Développement d’une nouvelle stratégie neuroprotectrice 
efficace et d’une méthode de quantification précoce non 
invasive des lésions de la matière blanche cérébrale 




Par Wyston Chadwick Pierre 
 
 
Département de pharmacologie et physiologie 
Faculté de médecine 
 
 
Thèse présentée  
en vue de l’obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph. D.) 
en Pharmacologie 







© Wyston Chadwick Pierre, 2020 
 
 
Université de Montréal 
Département de pharmacologie et physiologie, Faculté de médecine 
 
 
Cette thèse intitulée : 
Développement d’une nouvelle stratégie neuroprotectrice efficace et  
d’une méthode de quantification précoce non invasive  
des lésions de la matière blanche cérébrale immature sur un modèle animal 
 
 
Présentée par :  




A été évaluée par le jury suivant : 
Dr Jonathan Brouillette 
Président-rapporteur 
 
Dr Gregory A. Lodygensky 
Directeur de recherche 
 
Dr Sylvain Chemtob 
Co-directeur 
 
Dr Alexander G. Weil 
Membre du Jury 
 






Les grands prématurés sont particulièrement vulnérables aux lésions inflammatoires de 
la substance blanche (WMI) qui augmentent le risque de troubles cognitifs et 
neurodéveloppementaux à long terme dans cette population. L’utilisation de l’imagerie par 
résonance magnétique (IRM) dans cette population a permis une évaluation non invasive de la 
progression des WMI et une meilleure compréhension de la pathologie. Les WMI sont associées 
une activation de la microglie et des astrocytes et la production de facteurs pro-inflammatoires, 
dont l’interleukine 1 (IL-1).  
En utilisant un modèle de WMI induite par injection intracérébrale de 
lipopolysaccharides (LPS), nous avons évalué dans un premier temps les changements de 
méthylation de l’ADN durant la phase aigüe (24 h) et la phase chronique (21 jours) de 
l’inflammation. Par la suite, nous avons déterminé la capacité de l’IRM multimodale de détecter 
la lésion et la réponse thérapeutique à un antagoniste du récepteur de l’IL-1. Finalement, par le 
biais d’un antagoniste et d’un modulateur allostérique du récepteur à l’IL-1, nous avons évalué 
in vitro le rôle de la signalisation IL-1 durant la phase aigüe de la modulation de l’activation de 
la microglie et des astrocytes par le LPS.  
Nous avons démontré la présence d’une altération du méthylome cérébral dans divers 
mécanismes liés au neurodéveloppement et à la réponse immunitaire. De plus, l’application de 
l’IRM multimodale dans notre modèle a permis d’évaluer in vivo la lésion et le début de la 
réponse thérapeutique durant la phase aigüe (24 h) de l’inflammation. L’évaluation à l’IRM 
corrèle aux changements observés par immunomarquage post mortem. In vitro, le LPS induit 
une réponse mixte de la microglie et des astrocytes qui évoluent dans le temps vers une réponse 
pro-inflammatoire et neurotoxique. Bien que l’IL-1 est hautement exprimée par la microglie et 
les astrocytes, son inhibition a un effet limité sur la modulation de l’activation gliale dû à la 
multitude de voies activées par le LPS durant la phase aigüe de l’inflammation.  
Mots-clés : Antagoniste du récepteur à l’interleukine 1, Astrocyte, Imagerie par résonnance 






Very premature infants are particularly vulnerable to inflammatory white matter injury 
(WMI) which increases the risk of long-term cognitive and neurodevelopmental disorders in 
this population. The use of magnetic resonance imaging (MRI) in this population has allowed 
non-invasive assessment of the progression of WMI and a better understanding of the pathology. 
WMI is associated with activation of microglia and astrocytes and the production of pro-
inflammatory mediators, including interleukin 1 (IL-1). 
Using a model of inflammatory WMI induced by intracerebral injection of 
lipopolysaccharides (LPS), we first evaluated the changes in DNA methylation during the acute 
phase (24 h) and the chronic phase (21 days) of inflammation. We then determined the ability 
of multimodal MRI to detect the lesion and the therapeutic response to an IL-1 receptor 
antagonist. Finally, using an antagonist and an allosteric modulator of the IL-1 receptor, we 
evaluated in vitro the contribution of IL-1 signaling during the acute phase of the modulation of 
microglia and astrocytes activation by LPS. 
We have shown the presence of persistent alteration DNA methylation profile in the 
brain that was associated with pathways involved in neurodevelopment and immune response. 
In addition, the application of multimodal MRI in our model made it possible to evaluate in vivo 
the lesion and the therapeutic response during the acute phase (24 h) of the inflammation. The 
changes at the MRI correlated to post-mortem evaluation by immunostaining. In vitro, LPS 
induce a mixed response of microglia and astrocytes which evolved over time toward a pro-
inflammatory and neurotoxic phenotype. Although IL-1 is highly expressed by microglia and 
astrocytes, its inhibition has a limited effect on the modulation of glial activation due to the 
multitude of pathways activated by LPS during the acute phase of inflammation. 
Keywords : Astrocyte, DNA methylation, Interleukin 1 receptor antagonist, 
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Chapitre I : Introduction 
1. La naissance prématurée 
1.1. Définition et classification de la naissance prématurée  
Chez l’humain, une grossesse normale dure en moyenne 40 semaines à partir du premier 
jour du dernier cycle menstruel de la mère et une naissance à terme correspond à une naissance 
entre la 37e et la 42e semaine de grossesse (1, 2). Selon l’Organisation mondiale de la santé 
(OMS), la naissance prématurée (PTB) se définit comme une naissance survenant avant la 
37e semaine de gestation. La PTB représente environ 10 % des naissances dans le monde et 8 % 
des naissances au Canada (3-6). Les enfants nés prématurément peuvent être catégorisés selon 
l’âge gestationnel où survient la naissance soit : prématurité modérée à tardive (32 à 
<37 semaines), grande prématurité (28 à <32 semaines) et prématurité extrême (<28 semaines) 
(4). Outre cette classification, les enfants prématurés peuvent être séparés en fonction du poids 
à la naissance soit : naissance de faible poids (<2500 g), naissance de très faible poids (<1500 g) 
et naissance d’extrême faible poids (<1000 g) (7, 8). L’interdépendance de l’âge gestationnel et 
du poids à la naissance fait en sorte que ces deux classifications sont utilisées de manière 
interchangeable dans les études sur la prématurité. Il a été entendu que les niveaux de risques 
étaient similaires entre le duo grande prématurité et très faible poids à la naissance et le duo 
prématurité extrême et naissance d’extrême faible poids (7, 9, 10).  
 
La PTB peut être induite ou spontanée et chacune représente respectivement 30 % et 
70 % des naissances prématurées (11). La PTB induite ou dite iatrogène survient lorsque 
l’équipe médicale provoque l’accouchement ou effectue une césarienne avant la 37e semaine de 
grossesse due à des facteurs mettant en danger la vie de la mère ou du fœtus (3). Ces facteurs 
incluent des pathologies maternelles comme la prééclampsie, le diabète gestationnel et la 
placentation anormale ou bien des pathologies fœtales comme la restriction de croissance 
utérine et la souffrance fœtale (3, 11). La PTB spontanée est lorsque le travail débute avant 
terme. Il est établi que la PTB spontanée résulte de l’interaction entre différents facteurs incluant 
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les épisodes d’infection et d’inflammation, la distension ou le stress utérins et l’hémorragie ou 
l’ischémie utéroplacentaire qui causent une activation prématurée des tissus maternels et fœtaux 
(12-14). Bien que l’inflammation soit un processus crucial au déclenchement de 
l’accouchement, son activation précoce dans la PTB augmente les risques d’atteintes dans les 
organes en développement chez le nouveau-né (13, 15).  
 
1.2 Comorbidités chez le prématuré à la naissance 
Durant les dernières décennies, les avancées des soins de santés à l’unité de soins 
intensifs néonataux (NICU) ont augmenté le taux de survie chez les prématurés particulièrement 
dans la catégorie de la prématurité extrême. Malgré cela, la PTB demeure un important facteur 
de risque de comorbidités périnatales et/ou de pathologies à long terme (10, 13). La prématurité 
est un facteur de risque d’environ 75 % de la mortalité périnatale et d’environ 50 % des 
comorbidités à long terme (3, 16). La PTB engendre des coûts importants sur le système de 
santé au Canada avec des coûts estimés à environ 8 milliards par an en 2005-2006 (17, 18). De 
plus, il a été démontré que le coût des dépenses par enfant augmentait exponentiellement avec 
la diminution de l’âge gestationnel chez les prématurés (19, 20). Par exemple, les coûts reliés à 
un prématuré né avant la 28e semaine sont environ 85 fois plus élevés comparativement à ceux 
d’un enfant né à terme (17). De plus, la prématurité est associée à une augmentation de la durée 
moyenne d’hospitalisation particulièrement chez les prématurés extrêmes qui ont une durée 
d’hospitalisation atteignant jusqu’à 40 fois celle d’un enfant né à terme (17). Cette augmentation 
du coût et de la durée d’hospitalisation chez les prématurés reflète l’incidence plus élevée d’être 
atteint d’une ou plusieurs comorbidités dans cette population. Comparativement à la naissance 
à terme, la PTB augmente le risque de dysplasie bronchopulmonaire, d’entérocolite nécrosante, 
de septicémie, de rétinopathies du prématuré et d’atteintes cérébrales. La présence de ces 




1.2.1 Dysplasie bronchopulmonaire  
La dysplasie bronchopulmonaire (BPD) est une pathologie associée à la PTB. Un 
diagnostic est émis lorsqu’un prématuré a besoin d’assistance respiratoire après 28 jours de vie 
ou après la 36e semaine de gestation (21-23). L’augmentation du taux de survie chez les 
prématurés extrêmes a augmenté la prévalence de BPD jusqu’à une incidence d’environ 68 % 
(10, 24). Il a été démontré que la BPD est causée par un arrêt prématuré de la maturation et du 
développement pulmonaire qui sont induits par l’initiation de la ventilation mécanique et/ou de 
l’oxygène d’appoint chez les prématurés souffrant de troubles respiratoires (22, 23). La BPD 
augmente le risque d’épisodes d’hypoxie-ischémie (HI) cérébrale caractérisés par des périodes 
d’hypercapnie, d’hypoxie et d’acidose respiratoire (25, 26). De plus, la BPD est liée à 
l’inflammation systémique, des changements dans les échanges gazeux ou encore à l’utilisation 
de corticostéroïdes comme agent thérapeutique (26-30). Ces différents facteurs peuvent 
augmenter le risque de déficits neurodéveloppementaux. La BPD augmente la prévalence de 
troubles neuromoteurs, de paralysie cérébrale et de retard du développement cognitif (23, 26, 
31). Il a été noté que les enfants atteints de BPD avaient une diminution du volume cérébrale et 
des changements de la microstructure de la substance blanche particulièrement dans le corps 
calleux (32-35). La prévalence de ces déficits augmente avec la sévérité de la BPD (26). 
 
1.2.2 Entérocolite nécrosante  
Une autre comorbidité reliée à la prématurité est l’entérocolite nécrosante (NEC). La 
NEC est une affection touchant le tractus gastro-intestinal et est caractérisée par la présence 
d’ulcérations et de nécroses dans la muqueuse intestinale (36). Elle touche environ 5 % des 
grands prématurés et 10 % des prématurés extrêmes (37-39). Les prématurés atteints de NEC 
courent un risque plus élevé de souffrir d’atteintes psychomotrices, de paralysie cérébrale et de 
déficits cognitifs et sensoriels (40-42). La prévalence de ces déficits augmente avec le degré de 
sévérité de la NEC. La physiopathologie entre la NEC et les dommages cérébraux est encore 
peu comprise chez l’humain. Cependant, les études à l’aide de modèles animaux de NEC ont 
mis de l’avant l’hypothèse que les dommages cérébraux sont dus à une neuroinflammation 
secondaire à une activation de la réponse inflammatoire systémique induite par la NEC (40, 42-
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44). Dans les modèles de NEC chez le porcelet prématuré et la souris néonatale, il a été démontré 
que les lésions intestinales augmentaient l’inflammation systémique et que ceci est parallèle à 
une altération de la barrière hématoencéphalique, l’activation de la microglie, une diminution 
de la myélinisation et des atteintes neuronales touchant particulièrement l’hippocampe (45-48).  
 
1.2.3 Septicémie 
Les enfants nés prématurément courent un plus grand risque de souffrir d’un ou de 
plusieurs épisodes de septicémie durant leur hospitalisation (49). Le risque d’avoir un épisode 
de septicémie augmente avec la diminution de l’âge gestationnel. Il a été reporté qu’environ 
35 % des enfants de moins de 28 semaines étaient à risque d’avoir un épisode de septicémie et 
ce risque augmentait à 60 % pour les prématurés nés à moins de 25 semaines (50, 51). Les 
septicémies peuvent survenir précocement (≤3 jours de vie) ou tardivement (plus de 3 jours de 
vie). Parmi les agents pathogènes, les infections à bactéries Gram négatif ont un taux plus élevé 
de mortalité et de risques d’atteintes neurodéveloppementales plus sévères comparativement à 
celles à bactéries Gram positif (52-56). Plus précisément, il a été dénoté que la bactérie 
Escherichia coli (E. coli), qui est Gram négatif, est parmi les agents pathogènes les plus 
fréquemment présents chez les prématurés souffrant de septicémie (57-59). Ces épisodes 
infectieux sont accompagnés de concentrations élevées de marqueurs inflammatoires dans le 
plasma et dans le liquide cérébrospinal (CSF) incluant les cytokines pro-inflammatoires telles 
que l’interleukine 1 bêta (IL-1β) (60, 61).  
 
Chez les prématurés, les infections et l’inflammation systémique augmentent le risque 
d’atteintes neurodéveloppementales. Chez les grands prématurés, les septicémies élèvent de 
deux fois le risque de déficits cognitifs, d’atteintes neuromotrices et de paralysie cérébrale entre 
18 et 22 mois d’âge corrigé (52). Ces épisodes sont associés à un plus grand risque d’atteintes 
neurodéveloppementales à long terme tel qu’illustré par une incidence plus élevée de déficits 
moteurs, cognitifs et d’attention à l’âge de 9 ans (62). De plus, un niveau élevé de cytokines 
inflammatoires en circulation durant le premier mois de vie augmente l’incidence de déficits 
cognitifs à 2 ans et 10 ans chez les enfants nés avant la 28e semaine de grossesse (63, 64). Outre 
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cela, les septicémies et l’augmentation des niveaux systémiques de cytokines inflammatoires 
augmentent la prévalence d’anomalies de la substance blanche détectée par IRM à l’âge corrigé 
chez les prématurés (60, 65). Il a été émis que les épisodes d’infections/inflammations 
systémiques induisent un état neuroinflammatoire altérant le développement cérébral (66, 67). 
Ce lien sera discuté plus en détail dans la section 4 de ce chapitre. 
 
1.2.4 Rétinopathie du prématuré  
La rétinopathie du prématuré (ROP) est une pathologie touchant l’angiogenèse de la 
rétine ce qui cause des atteintes du système visuel pouvant aller jusqu’au détachement de la 
rétine et la cécité dans les cas les plus sévères (68). Dans les pays développés, environ 60 % des 
prématurés nés à moins de 1500 g sont à risque de souffrir de ROP (69). La physiopathologie 
de la ROP a été liée à la PTB, mais aussi à la supplémentation en oxygène dû à l’immaturité de 
la rétine chez les grands prématurés (68-70). Outre les atteintes visuelles, la ROP est aussi liée 
à des atteintes neurodéveloppementales chez les prématurés (71, 72). Les enfants nés 
prématurément souffrant de ROP ont une plus grande incidence de déficits cognitifs, moteurs et 
sensoriels comparativement au prématuré sans ROP et ce risque augmente avec la sévérité de la 
ROP (70, 71, 73-76). Les prématurés souffrants de ROP sont à plus grands risques d’atteintes 
de l’intégrité de la microstructure de la substance blanche particulièrement dans les faisceaux 
des radiations optiques, de la capsule interne et de la strie terminale (77-79). Différentes 
hypothèses ont été émises pour expliquer les liens entre les atteintes cérébrales et la ROP. Parmi 
celles-ci, on dénote l’hyperoxygénation induite par l’oxygène d’appoint, l’inflammation 
systémique et les altérations d’expression de facteurs de croissance dont le facteur de croissance 
de l’endothélium vasculaire (VEGF) et l’« insulin-like growth factor 1 » (IGF-1) (68, 74). 
 
1.2.5 Atteintes cérébrales 
Les prématurés sont à grand risque d’atteintes cérébrales dont les principales formes sont 
l’hémorragie intraventriculaire (IVH) et les lésions de la substance blanche (WMI) (66).  
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Tout d’abord, l’IVH est décrit comme un saignement dans les ventricules cérébraux et/ou 
le tissu cérébral entourant les ventricules à la suite de la rupture des vaisseaux sanguins de la 
matrice germinale (80). Chez les grands prématurés ou ceux ayant un poids à la naissance 
≤ 1500g, l’incidence d’IVH est d’environ 15 à 25 % et cette incidence augmente avec la 
diminution de l’âge et/ou du poids à la naissance (81-83). L’IVH est induit par des changements 
hémodynamiques à la suite d’une période prolongée d’hypotension suivie d’une période 
d’hypertension ou encore une période d’hypertension prolongée induite par les crises 
épileptiques, l’intubation, l’alimentation parentérale par gavage, ou encore l’administration de 
surfactants (83). La sévérité de l’IVH peut être classifiée selon la classification de Papile qui se 
base sur la présence, la quantité et l’étendue de l’hémorragie et la présence de dilatation 
ventriculaire avec les stades I et II étant les moins sévères et les stades III et IV étant plus sévères 
(84). Chez le nouveau-né prématuré, le diagnostic d’IVH est associé à un risque plus élevé de 
troubles neurodéveloppementaux incluant des déficits cognitifs, des troubles moteurs ou encore 
des déficits d’attention (85). La présence d’IVH de stade I ou II chez les prématurés de moins 
de 28 semaines augmente d’environ deux fois l’incidence de déficits cognitifs, de surdité et de 
paralysie cérébrale à 2 ans d’âge corrigé et cette incidence augmente avec la sévérité de l’IVH 
(stade III et IV) (86, 87). De plus, l’IVH est associé à une diminution des performances scolaires 
à l’adolescence avec environ 50 % des prématurés (<28 semaines) ayant des difficultés 
d’apprentissage et environ 20 % ayant besoin d’éducation spécialisée (88). Donc, l’IVH 
augmente à long terme le risque de déficits neurodéveloppementaux chez les grands prématurés. 
 
Une autre atteinte cérébrale fréquente chez les prématurés est la lésion de la matière 
blanche (WMI) dont la forme la plus connue est la leucomalacie périventriculaire (PVL) (89). 
La diminution de l’incidence d’IVH fait en sorte que les WMI sont la lésion cérébrale ayant un 
impact plus important sur le neurodéveloppement des prématurés avec un risque de 50 % d’être 
atteint de WMI (66, 90). Les causes principales du WMI du prématuré sont les épisodes 
d’hypoxie-ischémie et/ou d’infection/inflammation pré- et postnatale (91). Chez les grands 
prématurés atteints de WMI, jusqu’à 10 % courent le risque de souffrir de paralysie cérébrale et 
jusqu’à 50 % courent le risque d’avoir des problèmes cognitifs, comportementaux ou sociaux 
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(66, 92). La WMI est le sujet principal de cette thèse et sera discutée plus en détail dans la 
section 4 de ce chapitre.  
 
1.2.4 Effets cumulatifs des comorbidités chez les prématurés  
Bien que ces différentes comorbidités aient été présentées séparément, les nouveau-nés 
prématurés sont à risque de souffrir de plus d’une de ces pathologies durant leur séjour au NICU 
(93, 94). En étudiant le risque de ROP, de BPD et d’atteintes cérébrales dans une cohorte de 
prématurés de poids extrêmement faible, l’étude de Schmidt et al. a démontré qu’environ 41 % 
de ces prématurés avaient une seule de ces atteintes et 16 % avaient plus de deux de ces 
comorbidités (93). Par ailleurs, il a été noté que la présence de plus d’une comorbidité chez les 
prématurés augmentait de manière additive le risque d’être atteint de déficits 
neurodéveloppementaux (93, 95, 96). Parmi les comorbidités présentées dans cette section, les 
lésions cérébrales seules ou en combinaison avec au moins une autre comorbidité représentaient 
le meilleur facteur de prédiction de déficits neurodéveloppementaux durant l’enfance (95, 97). 
L’effet cumulatif de ces différentes comorbidités pourrait découler en partie de la présence 
d’une composante inflammatoire qui rend le cerveau vulnérable aux insultes secondaires (98). 
Donc, le cerveau de l’enfant prématuré est plus vulnérable aux atteintes inflammatoires durant 
cette période cruciale du développement du cerveau. 
 
2. Le système nerveux central  
2.1 Généralités 
Le système nerveux central (SNC), de pair avec le système nerveux périphérique, 
coordonne le fonctionnement du corps humain par le biais des stimuli perçus, et des réactions 
ou adaptions en réponse à ces derniers. Le SNC est composé du cerveau, du cervelet, du tronc 
cérébral et de la moelle épinière. Le SNC est séparé en substance blanche et en substance grise. 
La substance blanche est composée principalement d’axones myélinisés, d’oligodendrocytes et 
d’astrocytes fibreux (99). Elle est localisée entre le cortex et les ganglions de la base et assure 
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le lien entre les différentes régions cérébrales (99, 100). La substance grise est composée 
principalement des corps cellulaires des neurones, des cellules gliales (microglie, astrocyte et 
oligodendrocyte), des axones non myélinisés et des capillaires. Dans le cerveau, la substance 
grise est distribuée dans le cortex cérébral et les ganglions de la base. La substance grise est 
responsable entre autres du contrôle des mouvements, de la mémoire et des émotions (101). La 
substance grise se développe rapidement durant les premières années de vie de l’enfant pour 
atteindre un plateau alors que la substance blanche continue d’augmenter de volume jusqu’à la 
fin de la quarantaine (101). Donc, le développement du système nerveux débute durant la 
période embryonnaire et se poursuit jusqu’à l’âge adulte.  
 
Comme illustré sur la figure 1, une majorité des processus neurodéveloppementaux 
surviennent durant la période périnatale (102). Plus particulièrement, la naissance prématurée 
survient durant une période où le SNC est immature et vulnérable à différentes atteintes incluant 
l’inflammation. Les avancées dans les techniques d’imagerie ont permis de déceler chez les 
prématurés la présence d’atteintes de la substance blanche et la substance grise qui sont 
regroupées sous le terme d’encéphalopathie du prématuré (103-105). Ces lésions sont la 
conséquence d’une augmentation de la mort des cellules neuronales, une altération de la 
maturation des oligodendrocytes et une activation de la microglie et des astrocytes (66). Ceci 
altère la trajectoire normale du développement cérébral et peut amener des atteintes cognitives, 
motrices et comportementales (66). Dans la prochaine section, nous détaillerons le rôle de 





Figure 1. Ligne temporelle du neurodéveloppement périnatal chez l’humain 
Les principales étapes du neurodéveloppement humain à partir de la 5e semaine de gestation 
sont illustrées. Les types de naissances sont mis en évidence pour démontrer les étapes à risque 
durant la naissance prématurée. Figure adaptée de Mottahedin et al. (102)  
 
2.2 Rôles des cellules du système nerveux central 
Le SNC est principalement composé des neurones et des cellules gliales qui englobent 
les oligodendrocytes, les astrocytes et la microglie. Chacun de ces types cellulaires joue des 
rôles importants durant le neurodéveloppement et présente une distribution différente selon la 
région à l’étude et des niveaux de vulnérabilité différente aux insultes (106, 107). Dans cette 
section, nous présenterons les grandes lignes du développement et des fonctions de ces types 
cellulaires en portant une attention particulière à la microglie et aux astrocytes.  
 
2.2.1 Neurones 
Tout d’abord, les neurones sont les cellules responsables de la réception, de l’intégration 
et de la transmission de l’influx nerveux. Durant le neurodéveloppement, l’établissement du 
réseau neuronal dans le SNC passe à travers différentes étapes hautement régulées qui incluent 
la neurogenèse, l’axonogénèse et la synaptogénèse (Fig. 1) (102). La neurogenèse débute dans 
 
25 
la zone ventriculaire où les cellules précurseurs neurales (NPC) se différentient en neurone 
(108). Les cellules souches neurales peuvent aussi donner naissance aux cellules gliales 
(astrocyte et oligodendrocyte). Par la suite, les neurones migrent vers leur destination sous le 
contrôle de différentes molécules, dont les molécules du cytosquelette, les molécules modifiant 
la glycosylation et la Reelin (108, 109). Une fois à leur destination, les neurones matures vont 
élonger leurs axones vers des neurones cibles pour former les synapses (108, 109). Durant ces 
processus, les neurones sont hautement vulnérables aux atteintes lésionnelles, dont 
l’inflammation, l’hypoxie-ischémie et l’excitotoxicité (102).  
 
2.2.2 Oligodendrocytes 
Les oligodendrocytes sont les cellules responsables de la formation et de la réparation 
de la myéline dans le cerveau pour permettre une conduction neuronale rapide (110). Chez 
l’humain, la myélinisation est un processus hautement régulé qui débute durant la gestation et 
se poursuit jusqu’à l’âge adulte (111, 112). Les oligodendrocytes sont générés à partir des 
cellules précurseurs des oligodendrocytes (OPC) provenant des zones germinatives du cerveau, 
dont la zone sous-ventriculaire (SVZ) et la zone sous-granulaire (SGZ) (113). Les OPC 
prolifèrent dans les zones germinatives et puis elles migrent dans le cortex cérébral et passent à 
travers différents stades de différenciations incluant les préoligodendrocytes jusqu’à devenir des 
oligodendrocytes matures capables de former la gaine de myéline entourant les axones (113, 
114). Outre leur rôle dans la myélinisation, les oligodendrocytes participent à la survie axonale 
par la production de lactate et des facteurs de croissance incluant le facteur neurotrophique 
dérivé du cerveau (BDNF) et l’IGF-1 (115-119). La naissance prématurée survient dans une 
période développementale où il y a une grande population de préoligodendrocytes hautement 
vulnérables aux stimuli extrinsèques incluant l’inflammation qui peuvent induire la mort 







2.2.3.1 Origine et fonctions de la microglie 
Les cellules microgliales forment la défense immunitaire principale du SNC et sont la 
première population de cellule à répondre aux dommages cellulaires et à la présence de corps 
étrangers ou pathogènes dans le cerveau. La microglie dérive de la différenciation des 
précurseurs érythromyéloïde provenant du sac vitellin (121). Autour de la 5e semaine de 
gestation, la microglie envahit le cerveau par le plexus choroïde, les méninges et les ventricules 
et entre dans le parenchyme cérébral autour de la 10e semaine de gestation (122, 123). Une fois 
dans le parenchyme, la microglie migre vers les couches corticales superficielles, parallèlement 
au développement des faisceaux axonaux, et adopte une morphologie ramifiée similaire à la 
microglie adulte (123-125). La population de microglie mature se maintient durant le 
neurodéveloppement et à l’âge adulte par la prolifération et l’autorenouvellement des cellules 
microgliales sous le contrôle de l’interleukine 1 bêta (IL-1β) (126-129). À l’état homéostatique, 
la microglie se trouve sous une forme ramifiée et surveille constamment l’environnement 
cellulaire et est rapidement activée en réponse à un agent pathogène ou des dommages tissulaires 
(130, 131).  
 
La microglie est la cellule responsable de la réponse immunitaire innée dans le cerveau 
(132-134). Lorsque des dommages stériles ou infectieux surviennent, la microglie détecte les 
motifs moléculaires associés au pathogène (PAMP) et les motifs moléculaires associés au 
danger (DAMP) par le biais des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) 
incluant les Toll Like receptors (TLR 1-9) (135, 136). L’activation de ces récepteurs enclenche 
des cascades de signalisations intracellulaires dans le but d’éliminer les agents pathogènes et/ou 
les cellules endommagées pour réinstaurer un état homéostatique (132). Chez les prématurés, 
l’immaturité de la réponse inflammatoire peut entrainer un état de suractivation causant à long 
terme des dommages cérébraux (137).  
 
Outre son rôle connu dans la réponse immunitaire innée, la microglie participe aussi à 
différents processus neurodéveloppementaux incluant la synaptogénèse, la neurogenèse, la 




Tout d’abord, la microglie joue un rôle dans la synaptogénèse en participant à l’élagage 
synaptique par l’activation du système du complément (140, 141). Il a été démontré que les 
synapses recouvertes des protéines C1q et C3 étaient phagocytées par la microglie après la 
reconnaissance du complément C3 par le récepteur CR3 qui est seulement exprimé par la 
microglie dans le SNC (136). La diminution ou l’augmentation de l’activation de la microglie 
durant la période néonatale altère la maturation des synapses, l’élagage synaptique et la 
connectivité cérébrale ce qui peut induire des changements comportementaux tels qu’une 
diminution des interactions sociales chez la souris à l’âge adulte (142-144).  
 
La microglie participe au processus normal de neurogenèse et de maturation des 
neurones durant le neurodéveloppement par une communication bidirectionnelle entre les 
neurones et la microglie. D’une part, les NPC produisent des facteurs chémoattractants qui 
attirent la microglie dans la zone ventriculaire et la SVZ pour favoriser la phagocytose des NPC 
dans le but d’assurer le développement approprié de la taille des différentes structures du SNC 
(145-148). Chez la souris embryonnaire, l’absence de microglie a induit une augmentation du 
nombre de neurones glutamatergiques, une distribution anormale des interneurones et une 
augmentation de l’épaisseur et la défasciculation des faisceaux axonaux du corps calleux (149, 
150). D’autre part, la microglie relâche des facteurs neurotrophiques, dont l’IGF-1 favorisant la 
survie des neurones de la couche 5 du néocortex et des NPC dans le SVZ (147, 151, 152). Donc, 
la microglie participe à la neurogenèse et la synaptogénèse par un contrôle entre les processus 
de survie neuronale et d’élimination des cellules et synapses inutiles.  
 
Par ailleurs, la microglie participe à la myélinisation durant le neurodéveloppement et la 
remyélinisation à la suite de lésions cérébrales (153). Il a été démontré in vivo et in vitro chez 
le rat que la microglie stimulait la différenciation, la maturation et la survie des OPC par 
l’expression de différentes cytokines incluant l’IL-6 et l’IL-1β (151, 154). De plus, la microglie 
induit la production des composantes de la gaine de myéline et participe à la phagocytose des 
débris de myéline (155, 156). Finalement, la microglie participe à la vascularisation du cerveau 
et de la rétine en augmentant la complexité et la densité du réseau vasculaire. Chez la souris, la 
microglie est nécessaire à l’élimination des vaisseaux en excès et à l’alignement des cellules 
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endothéliales au cours de la fusion de vaisseaux sanguins (anastomose) durant le 
neurodéveloppement (157-159).  
 
Somme toute, la microglie est une cellule multifonctionnelle jouant un rôle dans 
différents processus cruciaux au neurodéveloppement.  
2.2.3.2 Activation et polarisation de la microglie 
À l’état homéostatique, la microglie se trouve dans un état dit de repos où elle surveille 
constamment l’environnement tissulaire. Une fois qu’elle reconnait un PAMP ou DAMP, la 
microglie est activée et sa morphologie change vers une forme amiboïde. La microglie activée 
se trouve sur un vaste spectre de polarisation dont les extrêmes sont dits microglie de type M1 
(pro-inflammatoire) et microglie de type M2 (anti-inflammatoire) (160). La microglie M1 est 
liée à la réponse pro-inflammatoire/neurotoxique et la microglie M2 à la réparation tissulaire, 
l’immunorégulation et les réponses immunitaires de type II (161, 162).  
 
La polarisation de la microglie est un phénomène hautement étudié in vitro où différents 
agents induisent un profil de microglie de type M1 ou de type M2 (162). Par exemple, 
l’exposition aux lipopolysaccharides (LPS) induit un profil de microglie de type M1 qui induit 
la mort neuronale, la mort et l’arrêt de la maturation des oligodendrocytes et une activation des 
astrocytes neurotoxiques (162-165). La stimulation de la microglie avec des cytokines comme 
l’IL-4 ou l’IL-13 induit un profil de microglie M2 diminuant l’expression de gènes pro-
inflammatoires, et augmentant les gènes anti-inflammatoires et de la réparation tissulaire (164, 
166-168). 
 
 Ce concept de polarisation a aussi été appliqué in vivo dans des modèles de 
neuropathologies néonatales. L’administration systémique de LPS suivie d’une période d’HI 
chez le rat néonatal induit une activation de la microglie de type M1 dans les 24 h suivant le 
début de la lésion (169). Similairement, l’induction d’IVH chez le rat par injection 
intraventriculaire de thrombine induit une augmentation de l’expression de gènes de la 
microglie M1 durant la période aigüe de l’inflammation (170). À l’opposé, des études utilisant 
la génomique, la transcriptomique et la protéomique ont mis de l’avant la présence de 
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phénotypes de microglies allant au-delà de la simple catégorisation M1 et M2 (171-173). De 
plus, il a été démontré in vivo que des sous-populations de microglie et de macrophages 
pouvaient exprimer simultanément des marqueurs associés à l’activation M1 et l’activation M2 
dans divers modèles animaux incluant l’HI néonatale, les traumatismes craniocérébraux ou 
encore la maladie d’Alzheimer (174-177). Ces différences entre l’activation de la microglie in 
vivo et in vitro pourraient provenir de la complexité de la réponse inflammatoire et des 
interactions cellulaires présentes dans le SNC (136). Donc, la caractérisation en activation M1 
ou M2 représente une simplification des différents états d’activation que la microglie peut 
acquérir in vivo (133, 136, 160, 171).  
 
À la lumière des rôles de la microglie dans le neurodéveloppement, il est important de 
tenir compte l’impact de la modulation de l’activation de la microglie sur ces processus dans le 
traitement de la neuroinflammation. 
 
2.2.4 Astrocytes 
2.2.4.1 Origine et fonctions des astrocytes 
Les astrocytes sont les cellules les plus nombreuses du SNC et tirent leur nom de leur 
forme étoilée (178, 179). Les astrocytes dérivent des NPC de la zone ventriculaire qui sous le 
contrôle des facteurs NFIA et Sox9 vont se différentier en cellules précurseurs des astrocytes et 
puis ces cellules migrent à travers le SNC à travers les prolongements des cellules gliales 
radiales (180-182). Une fois arrivées à destination, les cellules précurseurs des astrocytes vont 
proliférer et devenir des astrocytes matures exprimant la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) 
(183). Dans la substance blanche, les astrocytes adoptent une morphologie fibreuse et dans la 
substance grise, elles sont protoplasmiques (184, 185). Tant dans la substance blanche que la 
substance grise, les astrocytes occupent différentes fonctions essentielles au maintien de 
l’homéostasie dans le SNC dont le maintien de l’intégrité de la BBB, la synaptogénèse, la 
recapture des neurotransmetteurs, la production de facteurs trophiques supportant les neurones 




2.2.4.2 Activation et polarisation astrocytaire 
En réponse à divers stimuli, les astrocytes deviennent activés et induisent des 
changements phénotypiques se trouvant sur un vaste spectre d’activation dont les extrêmes sont 
classifiés comme astrocyte de type A1 (neurotoxique) et astrocyte de type A2 (neuroprotecteur) 
(190). Jusqu’à présent, la majorité des études ayant évalué la polarisation des astrocytes ont été 
réalisées in vitro ou dans des modèles animaux matures (163, 190-192). L’étude de Zamanian 
et al. fut parmi les premières à démontrer, chez des souris âgées de 30 à 35 jours, qu’un épisode 
d’HI induisait les astrocytes A2 et l’exposition systémique au LPS induisait les astrocytes A1 
(191). Dans cette étude, les astrocytes A1 exprimaient une forte proportion de gènes reliés à la 
réponse immunitaire dont les gènes de la cascade du complément et de présentation d’antigènes 
et les astrocytes A2 exprimaient des gènes liés au cycle cellulaire, aux facteurs de transcription 
et à l’activité métabolique (191). Par le biais d’expériences in vivo et in vitro, Liddelow et al. a 
démontré la présence de marqueurs spécifiques aux astrocytes A1, aux astrocytes A2 et des 
marqueurs panréactifs exprimés chez les astrocytes A1 et A2 (tableau I) (163). Les 
astrocytes A1 causent une augmentation de la mort cellulaire des neurones et des 
oligodendrocytes et perdent leur capacité de stimuler la survie neuronale, la synaptogénèse ainsi 
que la phagocytose des synapses et des débris de myéline (163). Les astrocytes A1 sont 
fortement exprimés durant la neurodégénérescence, l’inflammation systémique et les lésions 
traumatiques cérébrales (163, 192-194). Les astrocytes A2 présentent des actions 
neuroprotectrices en augmentant la réparation tissulaire, la survie des neurones et des 
oligodendrocytes et la formation de la cicatrice gliale astrocytaire, mais leur rôle est moins bien 
connu que celui des astrocytes A1 (190). Donc tout comme la microglie, l’activation astrocytaire 










Tableau I.Marqueurs associés à l’activation astrocytaire 
Type de marqueurs Gènes 
Pan réactif 
Aspg ; Cd44 ; Cp; Cxcl10 ; Gfap ; Hsbp1 ; Lcn2 ; Osmr ; S1pr3 ; 
Serpina3n ; Steap4 ; Timp1 ; Vim  
Spécifique à A1 
Amigo2; Fbln5; Fkbp5; Gbp2; Ggta1; H2-D1 ; H2-T23 ; Iigp1; 
Psmb8; Serping1; Srgn; Ugt1a1 
Spécifique à A2 
B3gnt5 ; Clcf1 ; Cd109 ; Cd14 ; Emp1 ; Ptgs2 ; Ptx3 ; S100a10 ; 
Slc10a6 ; Sphk1 ; Tgm1 ; Tm4sf1  
 
2.3 Communication entre les astrocytes et la microglie durant l’activation 
gliale  
À cause de la similarité des stades d’activations de ces deux cellules, il a été émis de 
manière générale que la réponse pro-inflammatoire/neurotoxique est associée à la microglie et 
aux astrocytes A1 et la réponse anti-inflammatoire à la microglie M2 et aux astrocytes A2 
(Fig. 2) (195, 196). En réponse à un stimulus nocif, la microglie est la première cellule activée 
dans le SNC suivi par l’activation astrocytaire qui peut venir moduler la réponse microgliale et 
établir ainsi une boucle de rétroactions favorisant la réponse pro- ou anti-inflammatoire (197). 
 
Tout d’abord, l’activation de la microglie M1 induit à la polarisation des astrocytes vers 
un profil A1 qui à leur tour peuvent amplifier la réponse microgliale et établir ainsi une boucle 
d’amplification de la réponse pro-inflammatoire (Fig. 2a). Dans l’étude de Lidellow et al, il a 
été démontré tant in vivo qu’in vitro que la microglie activée par le LPS induit un profil A1 chez 
les astrocytes par le biais de la sécrétion de l’IL-1α, du TNF-α et de la protéine C1q (163). En 
retour, les astrocytes favorisent la polarisation de la microglie M1 par la production des 
protéines de la cascade du complément incluant le C3 (198, 199). Outre les facteurs du 
complément, les astrocytes A1 peuvent favoriser la microglie M1 en sécrétant la lipocaline 2 




   
Figure 2. Communication bidirectionnelle entre microglie et astrocytes activés  
En réponse aux PAMP et DAMP, la microglie adopte un profil M1 qui peut induire l’activation 
d’astrocytes A1. À leur tour, les astrocytes A1 produisent des facteurs stimulant l’activation de 
la microglie M1 induisant ainsi une boucle de rétroaction amplifiant la réponse pro-
inflammatoire et neurotoxique. Similairement, une boucle de rétroaction existe entre la 
microglie M2 et les astrocytes A2 pour favoriser la réponse anti-inflammatoire et la réparation 
tissulaire. Figure adaptée de Liu et al. (196)  
 
Bien que le lien entre la microglie M2 et les astrocytes A2 soit moins connu, les études 
récentes ont démontré un effet synergique entre leur interaction (Fig. 2b). La production d’IL-
10, une cytokine anti-inflammatoire, par la microglie M2 favorise l’établissement 
d’astrocytes A2 qui relâchent du TGFβ pouvant amplifier la réponse anti-inflammatoire 
microgliale (205). Parallèlement, les astrocytes peuvent sécréter des protéines favorisant un 
profil anti-inflammatoire et neuroprotecteur de la microglie (206-208). Parmi ces protéines, il a 
été démontré que la production d’IL-10 par les astrocytes diminue l’activation de la microglie 
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ce qui induit un effet neuroprotecteur (206, 209). Outre l’IL-10, le facteur en trèfle 3 (TFF3) et 
l’orosomucoïde 2 (ORM2) sont des facteurs produits par les astrocytes qui peuvent diminuer 
l’activation de la microglie (207, 208, 210). 
 
Compte tenu de la dépendance des réponses M1/A1 et de M2/A2, la modulation de la 
réponse microgliale et astrocytaire est une cible thérapeutique intéressante pour diminuer 
l’impact de la neuroinflammation durant le développement cérébral chez le prématuré. 
L’approche devrait induire une diminution de la polarisation M1/A1 pro-inflammatoire et 
neurotoxique et une augmentation de la réponse M2/A2 anti-inflammatoire et neuroprotectrice.  
 
3. L’IRM : un outil d’évaluation non invasive des lésions 
cérébrales  
L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) a permis de mieux comprendre le 
développement cérébral à travers différents âges de la vie. Les études de l’IRM durant la période 
neurodéveloppementale ont permis une meilleure compréhension des différences dans la 
trajectoire développementale du cerveau chez l’enfant né prématurément par rapport à l’enfant 
né à terme. Cette section de l’introduction détaillera les principes de base de l’IRM et son 
utilisation chez les nouveau-nés prématurés. 
 
3.1 Principe de base de l’imagerie par résonnance magnétique 
L’IRM se base sur les propriétés magnétiques intrinsèques des atomes ayant un nombre 
impair de protons et/ou de neutrons (211). Parmi ces atomes, l’hydrogène (1H) est le plus 
couramment utilisé lors d’IRM puisqu’elle se trouve en grande quantité dans les tissus humains 
qui sont composés de plus de 70 % d’eau. Les atomes ayant des propriétés magnétiques 
possèdent un moment magnétique ou spin. Lorsque ces atomes sont placés dans un champ 
magnétique élevé et homogène, ils s’alignent parallèlement au champ magnétique. Puis, une 
onde de radiofréquence (RF) est appliquée perpendiculairement au champ magnétique ce qui 
bascule l’orientation des spins. À l’arrêt de l’onde RF, les spins retournent à leur état de repos 
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ce qui induit un signal électromagnétique qui sera capté par les antennes de la machine d’IRM. 
Le retour à la position d’origine s’effectue par un phénomène de relaxation qui peut être séparé 
en deux composantes soient : la relaxation longitudinale (T1) et la relaxation transverse (T2). 
La relaxation longitudinale ou T1 réfère au temps requis pour que la magnétisation longitudinale 
(aimantation parallèle au champ magnétique) retourne au 2/3 de sa valeur au repos. La valeur T1 
dépend de la mobilité des atomes d’hydrogène ou des molécules auxquels ils sont engagés, donc 
le T1 sera plus court si l’atome est lié à de grosses molécules. La relaxation transverse ou T2 
représente le temps pour que la magnétisation transverse (aimantation perpendiculaire au champ 
magnétique) perde le 2/3 de sa valeur initiale (211). L’application d’une séquence d’IRM permet 
d’obtenir une image du tissu à l’étude. Cette séquence est composée de cycles d’impulsions 
d’ondes RF avec un temps de répétition (TR) et un temps d’écoute (TE) (212). Le temps de 
répétition est le temps entre 2 cycles consécutifs d’impulsion et le temps d’écoute est le temps 
entre l’émission de l’onde et la mesure du signal capté.  
  
3.2 Techniques d’IRM utilisées chez le nouveau-né prématuré 
3.2.1 IRM conventionnelle 
L’IRM conventionnelle est basée sur les constantes de relaxation T1 et T2 des atomes 
1H de l’eau. La modulation du TR et du TE permet d’obtenir des images de contrastes différents 
à l’IRM conventionnelle. Un TR court accompagné d’un TE court est associé à une image 
pondérée en T1. Un TR long associé à un TE long permet d’obtenir une image pondérée en T2. 
Les images pondérées en T1 ou en T2 permettent de délimiter la substance grise de la substance 
blanche et aussi de séparer la substance blanche myélinisée et non myélinisée (212). La 
substance blanche non myélinisée apparait sombre sur les images pondérées en T1 et brillantes 
sur les images pondérées T2 (213). À l’opposé, la substance blanche myélinisée est brillante sur 
les images pondérées en T1 et elle est sombre sur les images pondérées en T2 (213). Ces 
changements du signal dans la substance blanche sont concomitants à une augmentation du 




L’analyse de l’intensité des signaux en T1 ou en T2 dans la substance blanche permet 
d’identifier la présence de lésions dans le cerveau. La leucomalacie périventriculaire est 
représentée par une zone périventriculaire hypointense à l’image T1 et hyperintense à 
l’image T2 (215). Les lésions focales sont caractérisées par des signaux hyperintenses en T1 et 
souvent hypointenses en T2. La présence de zones diffuses de signaux hyperintenses en 
image T2 est reliée aux WMI diffuses (216, 217). La présence d’hémorragie est caractérisée par 
un signal élevé à l’image T1 et diminué en T2 (215). À partir de ces changements de signaux, 
différents systèmes de classification ont été développés pour évaluer la présence et la sévérité 
des lésions dans le cerveau des prématurés. La majorité de ces systèmes se basent sur le nombre, 
la taille et la localisation des changements d’intensité sur les images T1 et T2 des IRM effectués 
à l’âge équivalent au terme (218, 219). Ces classifications permettent de séparer la sévérité des 
atteintes de la substance blanche en quatre catégories : aucune, légère, modérée et sévère (219). 
Par ailleurs, la capacité de l’IRM conventionnelle de délimiter la substance blanche de la 
substance grise permet la mesure du volume de différentes régions du cerveau (212). Cette 
technique permet de comparer le développement des structures cérébrales chez le prématuré par 
rapport au développement chez les enfants nés à terme. 
 
3.2.2 Imagerie pondérée par la diffusion 
L’imagerie pondérée en diffusion (DWI) est une technique d’IRM basée sur la mesure 
du mouvement brownien des molécules d’eau. La DWI est possible grâce à l’ajout d’une paire 
de gradients à la séquence d’IRM. Le premier gradient induit le déphasage des spins et le second 
rephase les spins. Les spins qui sont restés immobiles durant le déphasage et le rephasage 
préservent l’intensité de leur signal. Alors qu’un spin ayant eu un déplacement n’aura pas un 
rephasage complet et donc son signal sera atténué (220). La perte du signal à la suite du 
mouvement de l’eau est influencée par la microstructure du tissu qui inclut les cellules présentes, 
la gaine de myéline, la présence de microtubules et de neurofilaments (221). La présence de ces 
barrières limite la diffusion dans les tissus et donc, la diffusivité de l’eau dans le tissu est appelée 
diffusion apparente (212, 222). La diffusion peut être visualisée sous la forme d’une sphère pour 
la diffusion isotropique ou sous la forme d’un ellipsoïde pour la diffusion anisotropique (Fig. 3) 
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(221). La diffusion isotropique équivaut à une diffusion similaire dans toutes les directions et la 
diffusion anisotropique est une diffusion préférentielle dans une direction seulement (221). La 
diffusion isotropique est retrouvée principalement dans le CSF et la substance grise (221, 223). 
La diffusion est anisotropique dans la substance blanche due à la présence de la myéline et de 




Figure 3. Représentation de la diffusion isotropique et anisotropique 
A) La diffusion isotropique est représentée par une sphère. B) En présence de contraintes 
physiques, la diffusion est dite anisotropique et est représentée par un ellipsoïde.  
 
L’application d’un tenseur de diffusion à l’image obtenu par DWI permet d’évaluer la 
diffusivité dans toutes les directions du voxel d’intérêt. La diffusion peut être quantifiée selon 
les trois axes principaux qui sont représentés par trois valeurs propres (λ1, λ2 et λ3) (Fig. 3). À 
partir du tenseur de diffusion, il est possible de dériver la valeur de la diffusivité axiale (AD), 
de la diffusivité radiale et de la diffusivité moyenne. La diffusivité axiale (AD) est la diffusion 
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dans l’axe parallèle à l’orientation de la fibre et est calculée à partir de la valeur λ 1. La diffusivité 
radiale (RD) est calculée à partir de la moyenne des valeurs propres λ2 et λ3 et représente la 
diffusion dans les axes perpendiculaires à l’orientation principale de la fibre. La diffusivité 
moyenne (MD) mesure la valeur moyenne de diffusion dans le voxel d’intérêt et est calculée 
par la moyenne des trois valeurs propres (λ1, λ2 et λ3). De plus, cette technique permet d’évaluer 
la valeur de l’anisotropie fractionnelle (FA). La FA mesure la restriction de la diffusion de l’eau 
dans une direction par rapport aux autres directions. La valeur de FA varie entre 0 et 1 où 0 est 
une diffusion isotropique et 1 est une diffusion anisotropique.  
 
Les changements dans les valeurs de diffusivité peuvent corréler avec des atteintes de la 
microstructure de la substance blanche. Dans le cerveau mature, la valeur de la diffusivité axiale 
a été associée à l’intégrité axonale et la valeur de la diffusivité radiale à l’intégrité de la myéline 
(220, 224-228). Dans le cerveau néonatal où la myéline est peu présente, les changements de la 
diffusivité radiale peuvent découler d’une augmentation de la perméabilité membranaire, une 
diminution du diamètre axonale et l’activation astrocytaire (224, 229-231). Durant le 
développement du cerveau, la valeur des paramètres de la diffusivité (AD, RD et MD) diminue 
et la valeur de FA augmente à la suite de la maturation du cerveau et à la myélinisation (232-
234). 
 
3.2.3 Spectroscopie par résonnance magnétique 
La spectroscopie par résonnance magnétique (MRS) mesure dans un voxel la 
concentration de différents métabolites présents dans le tissu cérébral à l’étude. Cette technique 
d’imagerie permet d’évaluer l’état métabolique cérébrale à l’état physiologique et durant les 
neuropathologies (222). La MRS est basée sur les principes de base de l’IRM avec la 
combinaison du concept de déplacement chimique. Le déplacement chimique repose sur le 
concept qu’un même noyau nucléaire aura des fréquences de résonnance différentes en fonction 
du nuage électronique de la molécule à laquelle elle appartient (212). Ce déplacement chimique 
est exprimé en partie par million (PPM). L’enregistrement de ces signaux permet de reconstruire 
des spectres de l’amplitude du signal en fonction de la fréquence. L’amplitude du signal dépend 
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de l’abondance de la molécule à l’étude. Parmi les noyaux nucléaires utilisés en MRS, on 
retrouve l’hydrogène (1H), le phosphore (31P), le carbone (13C) et le fluor (19F) (235). La MRS 
du 1H ou 1H-MRS est la forme la plus utilisée in vivo pour l’évaluation de la concentration de 
différents métabolites (236). Les métabolites mesurés par MRS dans le cerveau permettent 
d’évaluer différentes composantes, dont l’intégrité neuronale, la neurotransmission, le 
métabolisme énergétique, la myéline et l’intégrité membranaire (222). Parmi les métabolites 
évalués par MRS, la concentration en N-acétylaspartate (NAA) est la plus couramment évaluée 
et représente l’intégrité neuronale (237). La concentration en NAA augmente durant le 
neurodéveloppement et est un marqueur de la maturation neuronale (238, 239).  
 
3.3 L’IRM comme outil de détection chez le prématuré 
Chez le nouveau-né prématuré, les lésions cérébrales peuvent être évaluées par trois 
méthodes d’imagerie soient : l’échographie crânienne, la tomodensitométrie et l’IRM.  
 
L’échographie crânienne utilise l’ultrason pour créer les images du cerveau. Cette 
méthode est possible grâce à la présence des fontanelles qui permet d’imager le cerveau à travers 
celles-ci (240). L’échographie crânienne est une technique relativement sécuritaire, peu 
coûteuse et permet l’évaluation en série de la lésion chez le prématuré (241). L’échographie 
crânienne permet la détection et le suivi de l’évolution de l’IVH, de la dilatation des ventricules 
cérébraux, de la PVL cystique et de l’hémorragie du cervelet (242). Cependant, la PVL non 
cystique et les WMI diffuses sont moins bien détectées par l’échographie crânienne (219, 242). 
Outre cela, la qualité de l’image à l’échographie crânienne diminue jusqu’à ne plus être possible 
avec la maturation de la boite crânienne et la fermeture des fontanelles (213).  
 
La tomodensitométrie est une technique utilisant les rayons ionisants pour visualiser le 
tissu cérébral. La tomodensitométrie permet d’identifier des lésions similairement à 
l’échographie crânienne (91). L’utilisation de cette méthode d’imagerie est limitée chez le 
nouveau-né, car elle utilise des rayons ionisants, demande le déplacement du NICU et a une 
faible résolution spatiale (243). De plus, l’exposition répétée aux rayons ionisants peut affecter 
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la trajectoire développementale du cerveau et augmenter le risque de cancer de la tête et du cou 
dans cette population déjà à risque de cancers pédiatriques (213). La tomodensitométrie est 
surtout utilisée chez les nouveau-nés ayant un état trop instable pour être imagé par d’autres 
méthodes (240, 244). Donc, l’utilisation de la tomodensitométrie en clinique requiert une 
évaluation du rapport risque-bénéfice par l’équipe médicale (245). 
 
Comparativement à l’échographie crânienne et la tomodensitométrie, l’IRM possède une 
plus grande résolution et permet de détecter les lésions diffuses cérébrales. L’étude de cas de 
Inder et al. fut la première à démontrer l’utilité de l’IRM dans la détection des lésions diffuse 
de la substance blanche chez les prématurés (246). Par la suite, la comparaison de la détection 
des lésions cérébrales entre l’IRM et l’échographie crânienne a démontré une supériorité de 
l’IRM pour évaluer, mais aussi suivre l’évolution des lésions cérébrales chez les enfants 
prématurés (217, 247-250). Bien que l’IRM permette d’obtenir des images de haute résolution 
et une meilleure détection des atteintes cérébrales chez le prématuré, elle possède certaines 
contraintes logistiques qui limitent son utilisation dans la population des nouveau-nés 
prématurés (213). Tout d’abord, l’IRM nécessite le transport du prématuré du NICU vers l’unité 
hospitalier où se trouve l’appareil d’IRM ce qui demande une coordination entre les équipes de 
ces unités (251). Outre cela, la taille des machines d’IRM fait en sorte qu’un incubateur IRM 
compatible est nécessaire pour imager le nourrisson (251). De plus, l’accès au nouveau-né est 
limité dans l’appareil d’IRM. Ces contraintes pourraient être contournées grâce au 
développement de petits appareils d’IRM pouvant être utilisés directement dans le NICU (252). 
Ces appareils produisent des images cérébrales de haute qualité chez des nouveau-nés imagés 
entre 31 et 46 semaines de vie (253, 254). Ils ont aussi permis de suivre l’évolution de 
l’hydrocéphalie chez un prématuré et le diagnostic rapide d’atteintes ischémiques chez un 
nouveau-né à terme (255). Ces machines produisent un plus faible niveau de bruit acoustique 
que l’IRM adulte ce qui diminue le risque d’exposition à des niveaux de bruits dangereux (256). 
Le développement de ces nouveaux systèmes d’IRM supporte le potentiel de l’IRM dans l’étude 
des atteintes cérébrales chez les prématurés et permettrait éventuellement de suivre de façon 




3.4 Évaluation des WMI par IRM 
Chez le nouveau-né prématuré, l’application des techniques d’IRM a permis de mieux 
évaluer la présence des WMI et aussi de suivre l’évolution de ces lésions. De plus, ces 
recherches ont amené une meilleure compréhension du développement cérébral chez les 
prématurés et les enfants nés à terme.  
 
3.4.1 Changement volumétrique à l’IRM conventionnelle 
L’IRM conventionnelle peut aussi être utilisée pour mesurer le volume de différentes 
régions cérébrales. La naissance prématurée est associée à diminution des volumes de la 
substance blanche et de la substance grise et une augmentation du volume du CSF (257-259). 
La présence de WMI chez le prématuré augmente le risque d’altération du volume cérébral 
(259). Les changements volumiques observés à l’âge équivalent au terme augmentent le risque 
de déficits cognitifs et moteurs à l’âge de 2 ans et durant l’enfance (260-262). Il a été démontré 
que ces altérations persistaient chez les jeunes adultes nés prématurés (263). Plus 
particulièrement, la diminution du volume du corps calleux, du fornix et du thalamus présente 
un facteur de risque de déficit cognitif dans cette population (263). Bien que le volume de 
l’hippocampe démontre peu de changements à la naissance, cette structure subit une atrophie 
dont les signes sont apparents durant l’enfance (264-266). En résumé, l’IRM conventionnelle 
démontre une diminution du volume de la substance blanche et de la substance grise chez le 
prématuré qui persiste ou devient plus significative avec l’âge.  
 
3.4.2 Altération de la microstructure de la substance blanche chez le prématuré 
La DTI est utilisée en clinique pour évaluer la microstructure de la substance blanche 
durant le développement cérébral. Durant le développement normal du cerveau, il y a une 
diminution de la diffusivité moyenne (MD) et une augmentation de l’anisotropie fractionnelle 
(FA) (232). Comparativement à des enfants nés à terme, les prématurés présentent des valeurs 
plus élevées de MD et une diminution de la FA à l’âge équivalent au terme (267, 268). La 
diminution de la FA observé chez ces enfants était associée à un risque plus élevé d’avoir 
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souffert de septicémies et à des déficits durant les tests neurodéveloppementaux effectués à l’âge 
équivalent au terme (238, 269, 270). La présence d’altérations de la microstructure a été notée 
dans le corps calleux, la capsule interne et le centre semi-ovale (257, 268, 271). Chez le 
prématuré, la diminution de la valeur de la FA dans ces régions corrèle avec une diminution des 
scores cognitifs et moteurs à l’âge de 18 mois (272). Ces altérations sont encore présentes chez 
les jeunes adultes nés prématurément et sont associées à des déficits moteurs (273, 274).  
 
3.4.3 La MRS chez le prématuré 
Le NAA est le métabolite le plus couramment mesuré dans le cerveau des enfants 
prématurés par MRS. La mesure des métabolites dans le cerveau est exprimée en ratio du NAA 
par rapport à d’autres métabolique incluant le lactate, la choline et la créatine (237). Parmi ces 
ratios, le ratio entre le lactate et le NAA a démontré la meilleure valeur prédictive du risque 
d’atteintes neurodéveloppementales à l’âge de 1 an (275). Les épisodes de septicémie chez les 
prématurés sont un facteur de risque de diminution du lactate (238). Chez les prématurés, on 
dénote une diminution de la concentration en NAA qui élève le risque de déficits cognitifs et 
neurodéveloppementaux à 2 ans (237, 276). De plus, cette diminution du NAA persiste à 
l’adolescence en parallèle à l’atrophie de l’hippocampe (277). Les grands prématurés présentent 
aussi une diminution de la concentration en créatine, en glutamine et glutamate et en 
macromolécules dans la substance blanche (267).  
 
En résumé, l’application de différentes techniques en IRM permet d’avoir un portrait 
global de l’altération de la trajectoire développementale chez les prématurés. Ces changements 
sont accompagnés d’un risque accru de déficits cognitifs et moteurs pouvant perdurer jusqu’à 
l’âge adulte. La valeur prédictive des changements observés à l’IRM sur le risque d’atteintes 
neurodéveloppementales positionne l’IRM comme une technique de choix pour évaluer 




4. Inflammation et WMI chez le prématuré 
Les nouveau-nés prématurés, particulièrement ceux de moins de 32 semaines, courent 
un risque élevé de souffrir de WMI dont les formes principales sont la PVL cystique et la PVL 
non cystique (Fig. 4). La PVL cystique et non cystique présente chacune des lésions diffuses de 
la substance blanche caractérisées par une activation de la microglie et des astrocytes, une 
atteinte des préoligodendrocytes induisant à long terme une hypomyélinisation et la dilatation 
ventriculaire (66). De plus, la PVL cystique est caractérisée par la présence de foyers 
macroscopiques (> 1 mm) de nécrose cellulaire qui peuvent former des cavités kystiques (66, 
219). La PVL non cystique présente des foyers microscopiques (≤1 mm de diamètre) de nécrose 
cellulaire évoluant vers la formation de cicatrices gliales (Fig. 4) (66, 105). Les améliorations 
dans les soins de santé prodigués au NICU ont diminué le taux de PVL cystique, ce qui fait en 
sorte que la forme non cystique et diffuse est la plus commune chez les prématurés. 
Actuellement chez les grands prématurés, jusqu’à 79 % sont à risque de présenter des lésions 
non cystiques de la substance blanche comparativement à une incidence de 3 % pour la PVL 
cystique (218).  
 
Les lésions diffuses de la WMI sont caractérisées par une activation de la microglie et 
des astrocytes et une diminution de la myélinisation. Un des mécanismes mis de l’avant pour 
expliquer l’hypomyélinisation dans les WMI est un arrêt de la maturation des oligodendrocytes 
(66). Lors de la phase aigüe du WMI, il y a une mort des préoligodendrocytes qui est suivie 
d’une phase de prolifération (83). À la suite de cette phase, les préoligodendrocytes 
nouvellement formés perdent la capacité de devenir des oligodendrocytes matures capables de 




Figure 4. Représentation de la leucomalacie périventriculaire cystique et non 
cystique sur une coupe coronale d’un cerveau de nouveau-né prématuré 
La PVL présente une atteinte focale qui peut être macroscopique (cystique) ou microscopique 
(non cystique) illustrée respectivement par les cercles à gauche et les points à droite. Les deux 
formes de PVL sont accompagnées d’une lésion diffuse de la substance blanche. Figure adaptée 
de Volpe (66)  
  
Les expériences in vitro sur des cultures de cellules primaires cérébrales ont permis de 
décortiquer et de mieux comprendre les mécanismes cellulaires dans les WMI. Il a été démontré 
que l’activation de la microglie altérait la maturation des oligodendrocytes en culture (165, 278, 
279). L’ajout de microglie ou de milieux provenant de microglie activée par le LPS à des 
cultures d’OPC induit une altération de la maturation de ces cellules (278, 280). À l’opposé, 
l’application du LPS à des concentrations élevées n’induit pas la mort cellulaire dans des 
cultures hautement purifiées d’OPC (165, 281). Les effets de la microglie pourraient provenir 
des différents facteurs produits par la microglie incluant les cytokines TNFα et IL-1β et la « Heat 
shock protein 60 » (HSP60). La production de TNFα et de HSP60 est associée à une 
 
44 
augmentation de la mort cellulaire des OPC (281-283). L’exposition à l’IL-1β a démontré des 
effets inhibiteurs sur la migration, la prolifération et la maturation des OPC (284-287). Donc, 
en fonctions des médiateurs produits, l’activation de la microglie peut induire la mort cellulaire 
et aussi une altération de la maturation des OPC durant la période néonatale. 
 
4.1 Le rôle de l’inflammation dans la WMI chez le prématuré 
Les principaux facteurs de risque de la WMI chez le prématuré sont les épisodes 
d’infections et d’inflammation et les épisodes d’hypoxie-ischémie (288, 289).  
 
Tout d’abord, l’HI survient lorsque l’apport sanguin et l’apport en oxygène diminuent 
dans le cerveau. Ces épisodes peuvent survenir durant la grossesse, à l’accouchement et durant 
les premiers jours de vie du nouveau-né (290). Les prématurés ont une plus grande prévalence 
d’épisodes d’HI que les enfants nés à terme et le risque d’HI augmente avec la diminution de 
l’âge gestationnel (291). L’HI a été associée au risque élevé WMI, à l’IVH et l’hémorragie 
cérébrale chez les prématurés (66, 292). De plus, les épisodes d’HI sont aussi accompagné d’une 
réponse inflammatoire systémique et cérébrale (291, 293, 294). Donc, l’HI possède une 
composante inflammatoire qui joue aussi un rôle dans les dommages cérébraux associés à cette 
pathologie. 
 
Les épisodes d’infections chez le prématuré peuvent survenir durant la période prénatale 
à la suite d’une infection chez la mère ou durant la période postnatale. Parmi les infections chez 
la mère, la chorioamniotite démontre la plus grande association aux atteintes cérébrales (295, 
296). La chorioamniotite est présente dans 10 à 40 % des PTB et cette incidence augmente avec 
la diminution de l’âge gestationnel (297, 298). La présence de chorioamniotite chez la mère est 




Outre les infections maternelles, les enfants prématurés sont plus susceptibles d’avoir 
des épisodes de septicémie (voir section 1.2.3) (105). Ces épisodes de septicémie augmentent le 
risque de WMI chez les prématurés (62, 301, 302). Dans une cohorte de grands prématurés, 
environ 80 % des enfants présentant des WMI à terme avaient eu un ou des épisodes de 
septicémie durant leur hospitalisation (303). Ces épisodes infectieux étaient accompagnés d’une 
augmentation de la concentration des marqueurs inflammatoires en circulation (63, 64, 304, 
305). De plus, cette augmentation était reliée à un risque accru de déficits cognitifs et 
neurodéveloppementaux à 2 ans et 10 ans (63, 64, 304, 306). Les épisodes infectieux peuvent 
aussi favoriser l’apparition des HI (292, 307). En résumé, les épisodes d’infections périnatales 
jouent un rôle important dans le développement des WMI et des atteintes 
neurodéveloppementales chez les prématurés. 
 
À la lumière de ces deux étiologies, il est possible de voir que chacune induit l’activation 
de la réponse inflammatoire ce qui contribue hautement à la physiopathologie des WMI chez le 
prématuré. 
 
4.2 Lien entre l’inflammation et les WMI chez le prématuré 
Un mécanisme proposé entre les dommages cérébraux et les épisodes d’infection et 
d’inflammation systémique est décrit à la figure 5. Il a été émis que la neuroinflammation 
présente dans les WMI pourrait être causée indirectement par l’inflammation systémique (241, 
289). La naissance prématurée est associée à une réponse immunitaire immature et des niveaux 





Figure 5. Illustration du lien entre inflammation et infection systémique et atteinte 
de la substance blanche chez le prématuré 
Les épisodes d’infections et d’inflammations systémiques induisent l’activation des cellules 
endothéliales qui vont transmettre le signal inflammatoire dans le cerveau. Ceci induit 
l’activation de la microglie et des astrocytes qui mène à une réponse inflammatoire exagérée. 
Cet état neuroinflammatoire altère le développement normal du cerveau. Figure adaptée de Jin 
et al. (241) 
 
Lorsqu’une infection survient, il y aura production de PAMP dont le LPS et de DAMP 
dans la circulation. D’une part, les cellules immunitaires en circulation produisent différents 
facteurs inflammatoires en réponse à ces agents qui à leur tour interagissent avec les cellules 
endothéliales de la barrière hématoencéphalique (BBB) (308). D’autre part, les PAMP et DAMP 
peuvent activer directement les cellules endothéliales qui expriment différents récepteurs, dont 
les TLR (308-311). 
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Par la suite, l’activation des cellules endothéliales induit la production et la relâche de 
médiateurs inflammatoires dans le parenchyme cérébral qui active la microglie (312-315). Cette 
activation de la microglie induit la production de médiateurs pro-inflammatoires 
particulièrement l’IL-1β et de dérivés réactifs de l’oxygène. La microglie activée amplifie la 
réponse inflammatoire en induisant l’activation des astrocytes (163). Cet état inflammatoire 
induit des changements vasculaires et métaboliques qui causent une neuroinflammation et une 
altération du développement normal du cerveau caractérisé par la mort neuronale, une 
diminution de la maturation des oligodendrocytes et une susceptibilité aux stimuli adverses 
(307).  
 
5. Modèle animal de lésion de la substance blanche du prématuré 
Actuellement, les modèles animaux de WMI chez la souris et le rat néonatal peuvent être 
séparés en quatre grandes catégories selon l’étiologie soient : l’hypoxie-ischémie, 
l’inflammation, l’excitotoxicité et l’hyperoxie (316). La WMI induite par hyperoxie permet de 
mimer l’hyperoxygénation durant la ventilation mécanique chez les prématurés et ce modèle est 
associé à une hypomyélinisation et une altération de la microstructure de la substance blanche 
(317-321). Le modèle de WMI induite par excitotoxicité consiste en l’injection intracérébrale 
d’agonistes du glutamate comme l’acide iboténique qui activent les récepteurs glutamatergiques 
et induisent des lésions cérébrales mimant celles présentes dans la WMI et la paralysie cérébrale 
(322-325). Le modèle de lésion cérébrale par HI le plus couramment utilisé est le modèle de 
Rice-Vannucci qui consiste en la ligature de l’artère carotide commune suivie d’une exposition 
de 1 h à 3 h à 8 % d’oxygène (326, 327). La sévérité des atteintes augmente avec la durée 
d’exposition au milieu hypo-oxygéné (328, 329). Les modèles de lésions inflammatoires sont 
induits par l’injection systémique ou intracérébrale de pathogènes vivants, d’endotoxines ou 
encore de cytokines pro-inflammatoires chez l’animal en gestation pour mimer l’infection 
maternelle ou chez l’animal nouveau-né pour mimer l’infection postnatale (330-335). Dans cette 
partie de l’introduction, nous parlerons du modèle de WMI induite par injection intracérébrale 




5.1 Signalisation cellulaire du LPS 
Avant d’aborder le modèle de WMI, nous allons nous pencher sur la signalisation 
cellulaire du LPS. Le LPS est une endotoxine présente dans la membrane externe des bactéries 
Gram négative. Le LPS est parmi les molécules les plus couramment utilisées pour induire 
l’inflammation (336). Le LPS est reconnu par le récepteur membranaire TLR4 qui est exprimé 
majoritairement par la microglie dans le SNC (337, 338).  
 
Le TLR4 est un récepteur composé d’un domaine extracellulaire liant les ligands et d’un 
domaine cytoplasmique « Toll/interleukin 1 receptor domain » (TIR) qui est responsable de 
recruter les éléments de la cascade de signalisation intracellulaire (Fig. 6) (339). La liaison de 
la protéine MD2 au TLR4 permet la reconnaissance et la liaison du LPS (340). Les 
complexes TLR4/MD-2/LPS forment des homodimères qui rapprochent les domaines TIR 
cytoplasmique. Ce complexe recrute la protéine TIRAP et la protéine TRAM qui vont interagir 
avec les protéines MyD88 et TRIF respectivement (339). L’activation de MyD88 induit le 
recrutement de la protéine kinase associée à l’IL-1R (IRAK) 4, ce qui active IRAK 1 et IRAK2 
(341). Une fois activées, les protéines IRAK1 et IRAK2 activent le facteur associé aux 
récepteurs de TNF 6 (TRAF6). Par la suite, TRAF6 induit l’activation du « nuclear factor κ light 
chain enhancer of activated B cells » (NFκB) et de « mitogen-activated protein kinase » 
(MAPK) (342). L’activation de cette cascade de signalisation induit l’expression et la 





Figure 6. Signalisation du récepteur TLR4 
La liaison du LPS au TLR4 induit l’activation de la signalisation intracellulaire dépendante de 
MyD88 et indépendante de MyD88. La signalisation dépendante de MyD88 induit l’expression 
de médiateurs pro-inflammatoires. La signalisation MyD88-indépendante active IRF3 qui induit 
l’expression de l’IFN et du TNFα. Figure adaptée de Pierre et al. (136) 
 
D’autre part, le recrutement de la protéine TRIF induit la dimérisation du facteur de 
régulation des interférons 3 (Fig. 6) (IRF3). Le dimère IRF3 phosphorylé va transloquer dans le 
noyau pour induire l’expression des interférons de type I (IFN) et du TNFα (338). L’activation 
du TLR4 a été associé à la réponse inflammatoire dans différents modèles animaux de 




5.2 La WMI induite par injection intracérébrale de LPS 
Dans cette thèse, nous avons utilisé le modèle de WMI induite par une injection 
intracérébrale (IC) de LPS chez le rat néonatal âgé de 3 jours de vie. Ce modèle a été développé 
au début des années 2000 et se base sur le rôle de la réponse inflammatoire dans la 
physiopathologie des WMI chez le prématuré (279).  
 
Ce modèle consiste en une injection IC de LPS (1 mg/kg) dans le corps calleux de rats 
néonataux âgés entre 3 et 7 jours de vie. La réponse inflammatoire subséquente à cette injection 
induit une activation de la microglie, l’astrogliose, des atteintes neuronales, une 
hypomyélinisation et une dilatation des ventricules latéraux similaire aux changements 
pathologiques observés chez les prématurés avec WMI (279, 345-347). Outre cela, l’IRM 
effectuée à 9,4 Tesla (T) et 11,74 T dans ce modèle a détecté des changements similaires à ceux 
observés chez l’humain par l’IRM à 1,5 T et 3 T. Ces altérations incluent une dilatation 
bilatérale des ventricules, une augmentation du temps de relaxation de la constante T2 et une 
restriction du coefficient de diffusion apparent (ADC) durant la phase aigüe de l’inflammation 
suivie d’une augmentation de l’ADC durant les jours suivant la lésion (347, 348). La diminution 
de la diffusivité moyenne, durant la phase aigüe, corrèle avec une augmentation de l’apoptose 
et l’augmentation subséquente de l’ADC est causée par une diminution de la densité cellulaire 
ou la présence d’œdème (347-349). De plus, la MRS décèle des changements de la concentration 
cérébrale de métabolites, dont une diminution du NAA et une augmentation du lactate (347). 
Les évaluations comportementales effectuées dans ce modèle démontrent la présence d’atteintes 
motrices, des déficits d’apprentissage et de la mémoire et de l’hyperactivité (350-353).  
 
Les lésions dans ce modèle sont en grande partie induites par un déséquilibre dans le 
système de l’IL-1β. Le suivi de l’expression temporelle de différentes cytokines a permis de 
constater que l’expression de l’IL-6 et du TNFα augmentait pour atteindre un pic à 6 h et puis 
elle retournait au niveau basal après 48 h (345). À l’opposé, l’IL-1β atteignait son pic après 24 h 
et malgré une diminution de la concentration, l’IL-1β était plus élevée que le niveau basal 
jusqu’à 7 jours après la lésion (345). De plus, l’injection concomitante de l’antagoniste du 
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récepteur à l’IL-1 (IL-1Ra), mais pas d’anticorps anti-TNFα a diminué les atteintes cérébrales 
induites par le LPS (346). Bien que l’IL-1Ra diminue les atteintes cérébrales à long terme, les 
niveaux d’IL-1β demeurent élevés durant la période aigüe de l’inflammation (346). L’injection 
IC de l’IL-1β induit un phénotype plus sévère que l’injection du TNFα ou de l’IL-6 (354, 355). 
Similairement aux prématurés atteints de WMI, ce modèle présente un déséquilibre du système 
à l’IL-1β. Ce déséquilibre est caractérisé par une augmentation de l’expression de l’IL-1β et une 
diminution de l’expression de l’IL-1Ra (356, 357). 
 
Donc, le modèle par injection IC de LPS entre 3 et 7 jours de vie, période équivalente au 
cerveau d’un grand prématuré, mime les changements anatomiques, cellulaires, à l’IRM et 
comportementaux observé chez les prématurés souffrants de WMI (66, 92, 358). 
 
5.3 Sensibilisation à long terme induite par l’inflammation néonatale 
L’exposition au LPS dans ce modèle induit une vulnérabilité à des lésions secondaires 
et à la neurodégénérescence à l’âge adulte (136). Cette vulnérabilité secondaire est possiblement 
due à la présence d’une inflammation chronique. Une exposition inflammatoire durant la 
période néonatale augmente le nombre de cellules microgliales et l’expression des cytokines 
inflammatoires, dont l’IL-1β et l’IL-6, jusqu’à l’âge adulte chez le rat (351, 359). Cette 
augmentation de la réponse basale facilite l’expression de l’IL-1β et l’activation de la microglie 
et des astrocytes à la suite d’une exposition systémique au LPS à l’âge adulte (360). De plus, les 
rats exposés au LPS durant la période néonatale présentent des changements dans le système 
dopaminergique qui induit des dommages plus profonds à la suite d’une exposition à la roténone 
qui mime la maladie de Parkinson (351, 361). Ces animaux présentent des atteintes motrices 
plus sévères, une accumulation de la protéine α-synucléine et une altération de l’expression du 
transporteur à la dopamine (362). L’exposition inflammatoire facilite l’apparition de déficits 
d’apprentissage et de la mémoire (359, 363, 364). 
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5.4 Limites du modèle de WMI par injection intracérébrale de LPS 
Une des limites de ce modèle animal est que la neuroinflammation est induite par une 
seule injection intracérébrale de LPS. Chez le prématuré, il a été démontré que le LPS était 
rarement présent dans le tissu cérébral et que la neuroinflammation serait secondaire à une 
inflammation systémique soutenue comme discuté à la section 4.2 de ce chapitre (365-368). Il 
a été démontré que l’exposition systémique au LPS (1 mg/kg ou 2 mg/kg) est associée à une 
réponse neuroinflammatoire moins sévère que l’exposition intracérébrale et cette 
neuroinflammation n’induit pas d’atteintes neuronales ou de la maturation oligodendrocytes 
(345, 351, 366-369).  
 
Une autre limite de ce modèle est que l’animal ne reçoit qu’une seule injection de LPS. 
Comme vu à la section 4, les enfants prématurés sont à risque d’être exposés à une multitude 
d’insultes inflammatoires durant leur hospitalisation. Dans un modèle récemment développé 
d’inflammation chronique néonatale, il a été démontré que les injections systémiques répétées 
de LPS (1 mg/kg ou 2 mg/kg) induisaient la neuroinflammation et avaient un haut taux de 
mortalité (>50 %) (370-373). L’évaluation comportementale dans ce modèle n’a pas démontré 
d’altérations de l’activité locomotrice, de l’anxiété et de la sensibilité à la douleur (370-373).  
 
Malgré la présence de ces limites, le modèle par injection intracérébrale de LPS permet 
de reproduire les changements pathologiques associés à la WMI induite par l’inflammation 
incluant l’activation de la microglie, l’astrogliose, l’arrêt de maturation de la maturation des 
oligodendrocytes, les atteintes neuronales et les déficits cognitifs. De plus, ce modèle est associé 





6. L’altération du méthylome dans la lésion de la substance 
blanche du prématuré 
6.1 L’épigénétique 
L’épigénétique est l’étude de l’ensemble des changements facilitant ou diminuant 
l’expression d’un gène sans changer la séquence d’ADN (374). Ces changements incluent la 
méthylation de l’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et les ARN non 
codants (375). Parmi ces changements épigénétiques, la méthylation de l’ADN est un des 
processus les plus étudiés (374, 376). Comparativement aux autres changements épigénétiques, 
la méthylation de l’ADN est plus stable, à différentes méthodes d’analyses moins coûteuses et 
plus précises, et l’ADN est plus stable durant son extraction et sa préservation (377, 378). Les 
changements épigénétiques sont transmis durant la mitose et la méiose cellulaire pour assurer le 
développement, la différenciation et la survie cellulaire (376). Les modifications épigénétiques, 
particulièrement la méthylation, modulent l’expression de différents gènes durant le 
neurodéveloppement (379-381). Les modifications épigénétiques sont des processus réversibles 
qui peuvent être influencés par l’environnement, l’âge, la naissance prématurée ou encore les 
infections (376). Ces altérations peuvent avoir des conséquences à long terme chez l’humain 
facilitant l’apparition de pathologies neurologiques.  
 
6.2 La méthylation de l’ADN 
La méthylation de l’ADN consiste en l’ajout ou le retrait d’un groupe méthyle sur les 
dinucléotides CpG (cytosine suivie d’une guanine). Ces changements altèrent les interactions 
de l’ADN avec les facteurs de transcriptions ce qui facilite ou inhibe l’expression génique 
(Fig. 7) (382). L’ajout de groupement méthyle est un processus actif régulé par les membres de 
la famille des ADN méthyltransférases (DNMT) dont la DNMT1, la DNMT3a et DNMT3b 
(383). À la suite de la division cellulaire, la DNMT1 est l’enzyme responsable de maintenir le 
modèle de méthylation sur les brins d’ADN nouvellement synthétisés à partir du profil de 
méthylation du brin parental (384). La DNMT3a et la DNMT3b sont des enzymes causant 
l’ajout de groupements méthyles sur des CpG non méthylés créant ainsi la méthylation de novo 
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(383). L’ajout de groupement méthyle induit une hyperméthylation du gène qui peut mener à 
une inhibition de l’expression génique. Cette répression génique résulte d’une diminution de la 
capacité de liaison des facteurs de transcription ou bien de changements dans la structure de la 
chromatine (Fig. 7b) (381, 385). 
 
 
Figure 7. La méthylation de l’ADN altère la transcription génique 
Les changements de la méthylation sur les CpG sont associés à une altération de l’expression 
génique. B) Le clivage de groupements méthyles induit une hypométhylation facilitant 
l’expression génique. C) L’ajout de groupements méthyles induit une hyperméthylation associée 
à une inhibition de la transcription. Figure adaptée de Nikolova et Hariri (386) 
 
La déméthylation est un processus passif ou actif durant lequel des groupements 
méthyles sont enlevés, ce qui rend l’ADN dans un état hypométhylé diminuant ainsi 
l’expression du gène (Fig. 7c). La déméthylation passive survient durant la division cellulaire à 
la suite de l’inhibition et/ou du mauvais fonctionnement de la DNMT1 (381). À l’opposé, la 
déméthylation active est un processus nécessitant des réactions chimiques incluant l’oxydation 
et la désamination pour faciliter le clivage du groupement méthyle par des enzymes incluant la 
méthylcytosine dioxygénase TET1 (387, 388). 
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Durant le neurodéveloppement, la méthylation de l’ADN joue un rôle dans la 
différentiation des neurones et des cellules gliales, la synaptogénèse, l’axonogénèse, la 
maturation des oligodendrocytes et les processus d’apprentissage et de mémoire (387-391). En 
sachant que la méthylation est un processus actif impliqué dans le neurodéveloppement, 
l’altération du méthylome en réponse à la naissance prématurée pourrait être associée à des 
atteintes neurodéveloppementales.  
 
6.3 Les changements de la méthylation de l’ADN chez le prématuré 
Parmi les études évaluant les changements épigénétiques associés à la naissance, l’étude 
longitudinale « Peri/Postnatal Epigenetic Twins Study » réalisée à Melbourne a pour but de 
mieux comprendre comment la période périnatale peut altérer la méthylation de l’ADN à long 
terme et de voir quels marqueurs épigénétiques pourraient aider à prédire la trajectoire 
neurodéveloppementale de l’enfant à 11 ans (392, 393). Cette cohorte a démontré que 
l’environnement utérin affectait le méthylome par la présence de certaines discordances du 
profil de méthylation de l’ADN qui augmentent chez les jumeaux dizygotiques (séquences 
d’ADN différent) comparativement aux paires de jumeaux monozygotiques (possédant une 
séquence d’ADN identique) (394, 395). La discordance observée entre les paires de jumeaux à 
la naissance était encore présente dans certains gènes à 18 mois de vie et était associée aux voies 
de signalisation du métabolisme de l’ARN (396). Bien que les études dans cette cohorte n’aient 
pas adressé directement les changements épigénétiques reliés à la prématurité, elles ont permis 
de voir que l’environnement périnatal affecte la méthylation de l’ADN. 
 
Chez l’humain, la naissance prématurée induit des altérations de l’épigénome du 
nouveau-né qui peuvent être mesurées par des prélèvements sanguins, dans la salive et/ou les 
frottis buccaux. Dû à l’accès limité au tissu cérébral in vivo et post mortem, l’évaluation du 
profil de méthylation dans les tissus périphériques tels que le sang, la salive ou encore 
l’épithélium buccal permet une évaluation indirecte du méthylome cérébral (397, 398). 
L’évaluation à partir de la salive présente la meilleure corrélation au tissu cérébral (397-400). 
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L’évaluation de la méthylation dans la salive de nouveau-nés prématurés (<32 semaines 
ou <1500g) a démontré une altération de la méthylation dans 34 gènes différents dont 10 jouent 
un rôle dans le neurodéveloppement (401). Dans cette même cohorte de prématurés, les 
altérations du méthylome étaient associées à des changements de la microstructure du corps 
calleux et du faisceau cortico-spinal évalué par DTI à l’âge équivalent au terme (268). De plus, 
les prématurés (<30 semaines) ayant un profil atypique à la suite de l’évaluation 
comportementale par le « NICU Network Neurobehavioral Scale » avant la sortie de l’hôpital 
présentaient une méthylation différentielle sur 30 gènes comparativement aux prématurés avec 
un score optimal (402). Parmi ces gènes, une majorité était reliée au neurodéveloppement plus 
particulièrement à la transmission synaptique et la signalisation glutamatergique (402). Outre 
ces changements durant la période périnatale, la prématurité altère le méthylome à long terme. 
L’analyse de la méthylation dans des prélèvements sanguins chez les prématurés (<31 semaines) 
a révélé la persistance d’altération de la méthylation à l’âge de 18 ans dans des gènes reliés au 
développement, au neurodéveloppement et à la réponse immunitaire (403). Ces observations 
sont confirmées par la présence d’altérations de la méthylation d’ADN dans des gènes reliés à 
la réponse immunitaire chez des adultes nés prématurément (30-35 ans) et ces perturbations 
persistent à un âge plus avancé (56-80 ans) (404).  
 
En résumé, la prématurité induit des changements de la méthylation de l’ADN à long 
terme qui affectent des gènes reliés au neurodéveloppement et à la réponse immunitaire. Ces 
altérations soulèvent le besoin d’évaluer l’impact des changements du méthylome dans les 
pathologies associées à la prématurité, dont les WMI.  
 
6.4 Autres changements épigénétiques chez le prématuré 
6.4.1 Les modifications post-traductionnelles des histones  
Tout d’abord, les histones sont des protéines ayant une partie C-terminale qui forme la 
portion globulaire des nucléosomes et une extrémité N-terminale qui est susceptible à des 
modifications covalentes (405). Un nucléosome est formé d’un ensemble de 4 paires d’histones 
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(H2A, H2B, H3 et H4) autour duquel 146 paires de bases d’ADN s’enroulent et la liaison et 
l’emballage des nucléosomes entre eux permettent de former la chromatine (406). Les 
modifications des histones peuvent altérer la compaction et l’accessibilité de la chromatine 
causant une inhibition ou une induction de l’expression génique (405, 406). L’acétylation, la 
méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitination ou la sumoylation des aminoacides de la queue 
N-terminale sont des modifications possibles des histones (382). Parmi ces modifications des 
histones, l’acétylation est un des changements les plus étudiés (375, 407). L’acétylation consiste 
en l’ajout de groupement acétyle (CH3-CO) par les histones acétyltransférases (HAT) de type A 
sur les résidus lysine chargés positivement (375, 408, 409). Cet ajout induit une décondensation 
de la chromatine ce qui facilite la transcription génique due à la plus grande accessibilité des 
facteurs de transcriptions à la chromatine (375, 408). À l’opposé, la désacétylation par les 
histones désacétylase (HDAC) augmente la compaction de la chromatine et diminue ainsi 
l’expression génique (375, 408). Les HDAC peuvent être séparées en quatre groupes dont la 
classe I (HDAC1, 2, 3 et 8), la classe II (HDAC4, 5, 6, 7 et 9), la classe III (SIRT1-7) et la 
classe IV (HDAC11) (410). Les changements d’acétylation de la lysine en position 5 de 
l’histone H2B (H2BK5ac) et de la lysine 27 de l’histone 3 (H3K27ac) sur les promoteurs 
géniques affectent le plus l’expression génique (411). Comparativement à l’analyse des 
changements de la méthylation de l’ADN, l’analyse des changements d’acétylation des histones 
requiert une plus grande quantité d’échantillons de départ et est plus susceptible aux variations 
des marques d’histones entre les échantillons ce qui diminue l’évaluation de ce changement dans 
les études cliniques à grande échelle (412).  
 
Bien que le lien entre la naissance prématurée et l’altération cérébrale de l’acétylation 
des histones ait été peu étudié, il a été démontré que l’acétylation des histones est un processus 
actif participant au neurodéveloppement et des changements de l’acétylation ont été associés à 
diverses pathologies neurodéveloppementales et neurodégénératives (408, 412-415). La 
majorité des fonctions associées à l’acétylation des histones ont été étudiées dans des modèles 
murins par l’altération de l’expression des HDAC et HAT ou par l’utilisation d’inhibiteurs 
d’HDAC. Par exemple, il a été démontré que le recrutement des HDAC dans les régions 
promotrices de gènes neuronaux jouait un rôle important dans la répression de ces gènes dans 
les cellules non neuronales (416-418). De plus, l’acétylation des histones participe à la 
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neurogenèse en contrôlant la différenciation et la survie des cellules neuronales (417, 419, 420). 
L’acétylation des histones est associée à la synaptogénèse, le contrôle de la neurotransmission 
et la formation de la mémoire (406, 419). La surexpression des HDAC4 a été associée à une 
diminution de la formation de synapse, des déficits d’apprentissage et la neurodégénérescence, 
similairement, la suractivation de HDAC2 est associée à la répression de gènes associés à la 
plasticité synaptique (419, 421-423). Outre cela, les HDAC, plus particulièrement HDAC1 et 
HDAC2, contribuent à l’induction de la différenciation des OPC en oligodendrocyte mature, à 
l’initiation de la myélinisation durant le neurodéveloppement et à la remyélinisation à la suite 
d’insultes cérébrales (424-427). Il a été mis de l’avant que la diminution de la différenciation 
des OPC durant l’inflammation et le stress oxydatif pouvait résulter d’une augmentation de 
l’expression d’inhibiteur de la différenciation à la suite d’une augmentation globale de 
l’acétylation (103, 426, 428). Donc, l’acétylation des histones est un mécanisme épigénétique 
impliqué dans le neurodéveloppement.  
 
À la lumière du rôle de l’acétylation des histones dans le neurodéveloppement, les 
altérations de ce mécanisme sont associées à un risque accru d’atteintes 
neurodéveloppementales. Diverses mutations des HAT et des HDAC ont été associées à 
différents syndromes et pathologies pouvant causer des déficits cognitifs, psychomoteurs et 
développementaux (408, 429, 430). Outre cela, l’analyse post-mortem de tissus cérébraux de 
patients souffrant d’un trouble du spectre autistique (ASD) a démontré une altération de 
l’acétylation des histones de gènes associés était associé à différentes voies de signalisation dont 
la régulation des canaux ioniques, les fonctions synaptiques, l’excitabilité neuronale ou encore 
l’activité des HDAC (430-432). De plus, l’exposition prénatale à l’acide valproïque, un 
inhibiteur des HDAC, était associée à une augmentation d’un diagnostic d’ASD dans une 
cohorte pédiatrique danoise (433).  
 
6.4.2 Les ARN non codants  
Les ARN non codants sont des séquences d’ARN ne produisant pas de protéines et qui 
peuvent altérer l’expression de différents gènes. Les ARN non codants représentent environ 
80 % des ARN transcrits dans le génome (434). Ils sont catégorisés selon le nombre de 
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nucléotides présents ce qui inclut les micro-ARN (miRNA), les longs ARN non codants 
(lncRNA), les ARN circulaires et les petits ARN nucléaires (435). L’étude du rôle des ARN non 
codants dans le neurodéveloppement et les neuropathologies est encore à ses débuts, car il a été 
longtemps cru que les ARN non codants étaient un bruit de fond dans la transcription de l’ARN 
(436). Parmi les ARN non codants, les miRNA et les lncRNA sont les plus étudiés en recherche. 
 
6.4.2.1 Les miRNA 
Les miRNA sont composés d’environ 22 nucléotides et peuvent altérer l’expression de 
protéines en inhibant la traduction de l’ARN messager (mRNA) ou en facilitant sa dégradation 
(435, 437). Un miRNA peut contrôler l’expression de plus de 200 gènes différents et un gène 
peut être sous le contrôle de plusieurs miRNA (437). Les miRNA participent au 
neurodéveloppement et jouent un rôle dans différentes neuropathologies (438, 439). Les miRNA 
sont impliqués dans la neurogenèse, la différenciation des NPC, la synaptogénèse, la 
différenciation des oligodendrocytes et la vascularisation cérébrale (437, 439, 440). 
 
Durant la période néonatale, les atteintes cérébrales ont été associées à une altération de 
l’expression de différents miRNA. Par exemple, l’étude de l’expression de miRNA dans le sang 
de cordon ombilical a démontré que les enfants nés à terme atteints d’encéphalopathie 
hypoxique ischémique (HIE) avaient une altération de plus de 70 miRNA dont le plus 
significatif est une diminution de l’expression de miR-374 (441-443). De plus, la combinaison 
de la diminution du miR-374 avec une diminution du miR-210 et une augmentation des 
marqueurs de dommages neuronaux (la protéine S100B et l’énolase spécifique des neurones) 
augmente la prédictibilité et la détection de HIE chez les nouveau-nés (441). Chez les 
prématurés, l’IVH est associée à une altération des miRNA dans le CSF dont le plus marquant 
est une diminution du miR-9 (444, 445). L’étude des profils d’altération des miRNA permettrait 






6.4.2.2 Les lncRNA 
Les lncRNA sont formés de plus de 200 nucléotides pouvant se configurer en structures 
secondaires et tertiaires (434). Les lncRNA sont un mécanisme épigénétique altérant 
l’expression des gènes par différents moyens. Les lncRNA dans le noyau peuvent altérer le 
remodelage de la chromatine en facilitant ou inhibant le recrutement des enzymes participant 
aux modifications des histones (446). Dans le cytoplasme, les lncRNA peuvent augmenter la 
stabilité des mRNA, faciliter la dégradation des mRNA, modifier l’épissage alternatif ou encore 
favoriser l’expression de miRNA (434, 446, 447). Les lncRNA sont exprimés dans une variété 
d’organes et l’analyse du transcriptome humain a révélé qu’une majorité des lncRNA étaient 
spécifiquement associés au SNC (448). Les lncRNA participent à différents mécanismes 
neurodéveloppementaux, dont la différenciation des NPC, la plasticité neuronale, la 
synaptogénèse et la différenciation et la maturation des oligodendrocytes (434, 436, 447). La 
compréhension du rôle et des fonctions des lncRNA est plus complexe que leur détection et est 
limitée par la présence de redondance dans leurs fonctions, une faible abondance des lncRNA 
et une faible conservation des séquences de nucléotides (434, 449, 450). 
 
Bien que peu d’études aient documenté les altérations des lncRNA durant la période 
néonatale, les atteintes cérébrales ont été associées à une altération de l’expression de différents 
lncRNA (447, 451). Par exemple, on dénote la présence de changement d’expression de plus de 
200 lncRNA chez les patients atteints d’ASD (452, 453). Ces changements des lncRNA sont 
associés à l’expression du miRNA miR103/107 et aussi à des gènes participant à la migration 
cellulaire dans le cortex cérébrale (452). Chez les enfants atteints d’HIE, l’analyse du sang de 
cordon a révélé une altération de 376 lncRNA qui est associée à l’expression de gènes dans la 
réponse immunitaire, la phosphorylation de la protéine Stat5 et l’adhésion cellulaire (454). 
  
7. Approche thérapeutique  
Les soins prodigués au NICU visent à atténuer et traiter les symptômes présents chez les 
prématurés sans cibler directement les lésions cérébrales. La thérapie par hypothermie est 
utilisée dans les cas d’HIE de modérées à sévères chez les prématurés de plus de 35 semaines 
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et les nouveau-nés à terme selon l’« American Academy of Pediatrics » (455, 456). 
L’hypothermie consiste en la diminution de la température corporelle ou cérébrale débutant dans 
les 6 heures suivant la naissance et est continuée durant 72h (457, 458). Dans une étude avec 
une cohorte rétrospective de prématurés nés entre 32 et 35 semaines, il y avait une plus grande 
incidence de complications et d’atteintes neurodéveloppementales à la suite de l’hypothermie 
donc, son utilisation est limitée dans les prématurés de moins de 35 semaines (458). 
Actuellement, l’efficacité de l’hypothermie chez les prématurés de 33 à 35 semaines est à 
l’étude dans l’essai randomisé contrôlé multicentrique « Preemie Hypothermia for Neonatal 
Encephalopathy » (NCT01793129) aux États-Unis (297, 459). Bien que plusieurs molécules 
aient été testées dans des modèles animaux ou sont dans les premières phases d’essais cliniques, 
aucune n’a encore été approuvée pour le traitement des lésions cérébrales chez les grands 
prématurés. Dans cette partie du chapitre I, nous discuterons des approches thérapeutiques 
expérimentales ciblant la réponse neuroinflammatoire néonatale avec une attention particulière 
sur les molécules ciblant l’IL-1.  
 
7.1 Approches thérapeutiques expérimentales 
Considérant le rôle prépondérant de la réponse inflammatoire dans les WMI et 
l’immaturité du système immunitaire chez le prématuré, il est important de développer des 
approches thérapeutiques diminuant la réponse inflammatoire tout en préservant les mécanismes 
de défenses immunitaires pour prévenir les infections dans cette population (136). En utilisant 
divers modèles animaux, différentes molécules ont démontré des effets neuroprotecteurs en 
ciblant différents mécanismes, dont la réponse antioxydante et anti-inflammatoire (Fig. 8) (460).  
 
7.1.1 Facteurs de croissance  
L’érythropoïétine (EPO) est une cytokine hématopoïétique ayant démontré des effets 
neuroprotecteurs dans des modèles néonataux de WMI incluant l’HI et l’inflammation prénatale 
(461-464). L’EPO agit en se liant à son récepteur ce qui diminue l’activation de la microglie, 
l’apoptose, les atteintes aux oligodendrocytes tout en stimulant la réparation et la neurogenèse 
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(241, 465). L’EPO favorise la polarisation de la microglie vers un profil M2/anti-inflammatoire 
(466, 467). 
 
7.1.2 Molécules antioxydantes 
La mélatonine est un antioxydant endogène produit par la glande pinéale qui exerce des 
effets neuroprotecteurs dans différents modèles néonataux de WMI (136, 468). Dans les 
modèles de WMI induit par une exposition systémique au LPS, la mélatonine a diminué 
l’apoptose, le stress oxydatif et les atteintes sensorimotrices (469, 470). La mélatonine exerce 
ses effets en inhibant la translocation nucléaire du NFκB et en stimulant l’activation du Nrf2 qui 
régule la réponse antioxydante (468, 469). 
 
Le pyruvate d’éthyle est un dérivé du pyruvate qui exerce des effets anti-inflammatoires, 
anti-apoptotiques et antioxydants dans des modèles animaux de lésions cérébrales induites par 
HI ou par injection intracérébrale de LPS (471-473). Une partie des effets neuroprotecteurs du 
pyruvate d’éthyle proviennent de la modulation de la sous-unité p65 du NFκB, ce qui diminue 
l’expression d’agents pro-inflammatoire chez la microglie (473, 474). Dans l’étude de Shin et 
al., le pyruvate d’éthyle a induit des effets antioxydants par une activation de la voie Nrf2 chez 
les astrocytes (475).  
 
7.1.3 Molécules anti-inflammatoires  
Les protéines inhibitrices inter-alpha (IAIP) sont des protéines endogènes exprimées 
dans différents organes, dont le cerveau, et sont des inhibiteurs des protéases à sérine (476, 477). 
Une diminution de la concentration des IAIP en circulation a été observée chez les enfants 
prématurés atteints de septicémie et de NEC (476, 478). L’injection systémique d’IAIP purifié 
du sang humain a démontré des effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires dans des modèles 
néonataux d’HI chez le rat et l’agneau (477). L’effet neuroprotecteur des IAIP est caractérisé 
par une diminution de l’activation de la microglie, des astrocytes, de la mort neuronale à la suite 
de l’HI (478-480). De plus, les IAIP inhibent l’expression de gènes pro-inflammatoires et 
favorisent l’expression de gènes anti-inflammatoires dont l’IL-10 (478, 479). 
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Les inhibiteurs large spectre des chimiokines (BSCI) sont des peptides ayant démontrés 
des effets anti-inflammatoires et neuroprotecteurs. Il a été proposé que les BSCI agissent en se 
liant au récepteur de la somatostatine de type 2 ce qui active des voies de signalisation causant 
une inhibition de la signalisation intracellulaire des récepteurs à chimiokines (481, 482). Les 
BSCI sont associés à une diminution de l’inflammation, de la mort cellulaire et du recrutement 
des cellules immunitaires dans des modèles d’HI néonatale, de dégénérescence maculaire liée à 
l’âge et de naissance prématurée chez les rongeurs (482-484). De plus, l’usage des BSCI a 
diminué l’incidence de naissance prématurée dans des modèles chez la souris et chez le primate 
non humain (481, 482).  
 
Le sildénafil est un inhibiteur de la phosphodiestérase du GMP cyclique qui possède des 
effets anti-inflammatoires dans les lésions cérébrales induites par HI et par inflammation (485, 
486). Dans les modèles animaux d’HI néonatal, le sildénafil a exercé des effets neuroprotecteurs 
par une modulation de l’activation de la microglie vers un profil M2/anti-inflammatoire (485, 
487). Le sildénafil a exercé des effets anti-inflammatoires sur des cultures de microglie 
stimulées au LPS en diminuant l’expression de marqueurs pro-inflammatoires dont l’IL-1β, le 
TNFα et l’oxyde nitrique (488). Par ailleurs, le sildénafil a diminué les altérations du 
cytosquelette et des signaux calciques induits par le LPS dans des cultures primaires d’astrocytes 
(489, 490).  
 
La minocycline est un dérivé de seconde génération des tétracyclines qui a exercé des 
actions neuroprotectrices dans divers modèles de WMI néonatales, dont la WMI induite par HI, 
par hyperoxie ou encore par l’administration cérébrale de LPS (321, 491-494). Les actions anti-
inflammatoires de la minocycline résultent d’une inhibition de l’activation de la microglie à la 
suite d’une diminution de la translocation nucléaire et de la transcription du NFκB (495).  
 
7.1.4 Les exosomes 
Les exosomes sont des vésicules extracellulaires sécrétées après la fusion des endosomes 
multivésiculaires avec la membrane plasmique (496, 497). Les exosomes sont produits par 
divers types cellulaires et elles participent à la communication intercellulaire en transférant leur 
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contenu (incluant des récepteurs de surface, des cytokines, des lipides, des mRNA, des miRNA 
et des lncRNA) à d’autres cellules (496, 497). Il a été démontré que les exosomes produits par 
les cellules souches mésenchymateuses et les cellules souches pluripotentes exerçaient des effets 
thérapeutiques et anti-inflammatoires dans divers modèles animaux néonataux dont de la BPD, 
de la NEC et de l’hypoxie-ischémie (498-501). Par exemple, le traitement à l’aide d’exosomes 
extraits de cellules souches humaines a diminué l’activation de la microglie induite par une 
stimulation au LPS ou à la suite d’un épisode d’hypoxie-ischémie (498, 501, 502). L’action 
neuroprotectrice des exosomes proviendrait de la présence de différents miRNA, dont le 
miRNA-223 ou encore le miRNA-124-3p (501-503). 
 
 
Figure 8. Modulation de la polarisation de la microglie 
L’action neuroprotectrice de différentes molécules inclut aussi une modulation ou une inhibition 
de la polarisation de l’activation microgliale. 
 
65 
Les différentes molécules présentées dans cette section ont démontré des effets 
bénéfiques dans des modèles animaux néonataux de WMI. Une partie de l’action 
neuroprotectrice de ces molécules passe par l’inhibition ou la modulation de l’activation de la 
microglie (Fig. 8). Outre ces molécules, il est possible de cibler la réponse microgliale en 
bloquant directement les cytokines pro-inflammatoires jouant un rôle prépondérant dans la WMI 
induite par l’inflammation, dont l’IL-1β.  
 
7.2 Cibler l’IL-1 dans les lésions inflammatoires de la substance blanche 
7.2.1 Le système à l’IL-1  
La superfamille de cytokines de l’IL-1 est composée de 11 ligands différents et de 
10 récepteurs qui ont des actions pro- et anti-inflammatoires (Tableau II) (504). Ces cytokines 
sont hautement impliquées dans la réponse immunitaire innée. La réponse inflammatoire de 
l’IL-1 est nécessaire face aux agents pathogènes, mais lorsqu’elle est incontrôlée, elle peut 
induire des dommages cellulaires. La présente partie s’intéressera au système de l’IL-1. 
Tableau II. Ligands et récepteurs de la famille de cytokines de l’IL-1 
Famille Ligand Récepteur Corécepteur Rôle 
IL-1F1 IL-1α IL-1R1 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
IL-1F2 IL-1β IL-1R1, IL-1R2 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
IL-1F3 IL-1Ra IL-1R1 Non applicable Antagoniste de l’IL-1α et l’IL-1β 
IL-1F4 IL-18 IL-1R5 IL-1R7 Pro-inflammatoire 
IL-1F5 IL-36Ra IL-1R6 IL-1R3 
Antagoniste de l’IL-36α, l’IL-36β 
et l’IL-36γ 
IL-1F6 IL-36α IL-1R6 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
IL-1F7 IL-37 IL-1R5 IL-1R8 Anti-inflammatoire 
IL-1F8 IL-36β IL-1R6 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
IL-1F9 IL-36γ IL-1R6 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
IL-1F10 IL-38 IL-1R6 IL-1R9 Anti-inflammatoire 
IL-1F11 IL-33 IL-1R4 IL-1R3 Pro-inflammatoire 
Adapté de Dinarello (504) 
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La voie de signalisation de l’interleukine 1 (IL-1) est composée de deux ligands 
agonistes IL-1α (IL-1F1) et IL-1β (IL-1F2) et du ligand antagoniste IL-1Ra (IL-1F3) (505). Les 
ligands agonistes sont produits sous forme de précurseurs soit la pro-IL-1α et la pro-IL-1β qui 
sont emmagasinés dans le cytoplasme. Pour devenir matures, la proIL-1α et la proIL-1β 
subissent un clivage protéolytique par la caspase 1 qui est activée par l’inflammasome NLRP3 
(506). L’IL-1α et la proIL-1α sont actives et peuvent se lier au récepteur à l’interleukine 1 (IL-
1R) pour amorcer la cascade de signalisation. La pro-IL-1β est inactive et donc nécessite un 
clivage pour permettre l’interaction de la forme mature avec les récepteurs. L’antagoniste IL-
1Ra est produite sous sa forme mature et bloque l’interaction entre les agonistes et le récepteur.  
 
Deux types de récepteurs existent dans le système de l’IL-1 soit le récepteur de type 1 
(IL-1R1) et celui de type 2 (IL-1R2). Ces récepteurs qui interagissent avec la protéine accessoire 
du récepteur IL-1R3 (aussi connue sous le nom d’IL-1RAcP) pour induire la transmission du 
signal. L’IL-1R1 est composé d’un domaine extracellulaire interagissant avec l’IL-1α et l’IL-
1β, et d’un domaine cytoplasmique TIR. Le domaine cytoplasmique TIR est similaire au 
domaine cytoplasmique des TLRs et assure l’interaction avec MyD88 pour activer la cascade 
de signalisation. Le récepteur IL-1R2 possède le domaine extracellulaire et un petit domaine 
cytoplasmique ne permettant pas l’activation de la signalisation intracellulaire. L’IL-1R2 agit à 
titre de récepteur leurre qui lie l’IL-1α et l’IL-1β et ce récepteur peut aussi lier la pro-IL-1α 
intracellulaire (507). Chez l’humain, l’IL-1R2 existe aussi sous une forme soluble qui lie de 
façon quasi irréversible l’IL-1β en circulation. 
 
Le système à l’IL-1 contient aussi l’IL-1R3 qui est une protéine accessoire du récepteur 
nécessaire au recrutement de MyD88 (508). L’épissage alternatif de l’IL-1R3 induit 
l’expression de l’isoforme IL-1R3b. L’IL-1R3b est principalement exprimée par les neurones 
du SNC et possède un rôle neuroprotecteur (509, 510).  
 
En résumé, la voie de signalisation de l’IL-1 possède des actions pro-inflammatoires et 
anti-inflammatoires dépendamment des interactions entre les ligands (IL-1α, IL-1β et IL-1Ra), 
les récepteurs (IL-1R1 et IL-1R2) et les corécepteurs (IL-1R3 et IL-1R3b).  
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7.2.2 Signalisation des récepteurs à l’IL-1  
L’activation du système de l’IL-1 est induite par l’interaction entre le récepteur IL-1R1 
et les ligands agonistes IL-1α et IL-1β (Fig. 9). Lorsque l’IL-1α ou l’IL-1β se lie à l’IL-1R1, 
ceci induit un changement de conformation qui permet le recrutement de l’IL-1R3 (511, 512). 
Ce recrutement rapproche le domaine TIR de l’IL-1R1 du domaine TIR de l’IL-1R de l’IL-1R3. 
Ce complexe trimérique (IL-1/IL-1R1/IL-1R3) recrute la protéine MyD88 qui induit une 
signalisation intracellulaire similaire à celle du TLR4 (voir section 5.1) induisant la production 
de médiateurs de l’inflammation dont les cytokines, les chimiokines et les dérivés réactifs de 
l’oxygène. Cette cascade de signalisation est illustrée à la figure 9.  
 
D’autre part, la cascade d’activation de l’IL-1 peut être inhibée par l’action de l’IL-1R2 
et de l’IL-1Ra (Fig. 9). Le récepteur IL-1R2 possède un petit domaine intracellulaire qui ne 
permet pas de recruter la machinerie intracellulaire nécessaire à la transduction du signal (513). 
Une fois que l’IL-1 se lie à l’IL-1R2, ce complexe recrute l’IL-1R3. Donc, l’IL-1R2 diminue la 
disponibilité de l’IL-1 et de l’IL-1R3. L’IL-1Ra est un antagoniste compétitif de l’IL-1. La 
liaison de l’IL-1Ra au récepteur n’induit pas le recrutement de l’IL-1R3 ce qui ne permet pas 
de transduction du signal. La présence de ces régulateurs négatifs assure le contrôle de la réponse 
inflammatoire induite par la voie de signalisation de l’IL-1. Une diminution de cette réponse 
anti-inflammatoire peut être associée à une réponse pro-inflammatoire incontrôlée ayant des 





Figure 9. Interaction entre les récepteurs et les ligands du système IL-1 
Pro-inflammatoire : La liaison de l’IL-1α ou l’IL-1β à l’IL-1R1 active la cascade de 
signalisation induisant la production de médiateurs pro-inflammatoires. Anti-inflammatoire : 
L’interaction de l’IL-1α ou l’IL-1β avec l’IL-1R2 ne permet pas de recruter MyD88. La liaison 
de l’IL-1Ra avec IL-1R1 empêche l’interaction avec IL-1R3. Ces interactions empêchent 
l’induction de la cascade de signalisation intracellulaire. Figure adaptée de Boraschi et al (508) 
  
7.2.3 Rôle physiologique de l’IL-1 dans le SNC 
Bien que l’activation du système à l’IL-1 est connue pour ces actions délétères durant 
les pathologies, cette voie de signalisation joue aussi un rôle important durant les processus 
physiologiques du SNC incluant la thermorégulation, la régulation du sommeil, la consolidation 
de la mémoire, le neurodéveloppement et la survie neuronale.  
 
69 
Tout d’abord, l’IL-1 participe à la thermorégulation. Chez le rat, l’application d’IL-1 a 
diminué la décharge des neurones sensibles à la chaleur et augmenté la décharge des neurones 
sensibles au froid dans l’aire préoptique de l’hypothalamus (514, 515). L’injection d’IL-1β dans 
l’aire préoptique augmente de façon dose dépendante la température corporelle (516). 
L’augmentation de la température corporelle est associée à la fièvre présente durant les épisodes 
infectieux (517).  
 
L’IL-1 participe aussi à la régulation du cycle du sommeil. L’injection intracérébrale 
d’IL-1β chez la souris augmente la durée du sommeil lent et diminue la durée passée en sommeil 
paradoxal et en éveil (518). À l’opposé, l’absence ou l’inhibition du récepteur IL-1R1 diminue 
la durée des périodes de sommeil lent (519, 520). Cette altération du sommeil est induite par 
une augmentation de la décharge des neurones liés au sommeil et une diminution de la décharge 
des neurones liés à l’éveil dans l’aire préoptique de l’hypothalamus et le télencéphale basal 
(521). L’isoforme IL-1R3b renforce le circuit neuronal du sommeil durant le développement. 
L’IL-1R3b diminue l’augmentation du sommeil lent induit par l’administration systémique de 
LPS (522, 523).  
 
L’IL-1β est aussi impliquée dans la formation de la mémoire et la modulation de la 
potentialisation à long terme (LTP) dans l’hippocampe. À une concentration cérébrale 
physiopathologique, l’IL-1β est associée à des déficits d’apprentissage et de la mémoire alors 
qu’à une concentration physiologique, elle potentialise ces phénomènes (524-526). Chez des 
rats adultes, l’injection intracérébrale d’IL-1Ra induit des déficits d’apprentissage durant le test 
du labyrinthe de Morris et le test d’évitement passif (524). Dans l’étude de del Rey et al, les 
concentrations d’IL-1β augmentent dans le gyrus dentelé suivant l’induction de la LTP (527). 
De plus, l’exposition prénatale à l’IL-1Ra, en absence d’inflammation systémique, est associée 
à des atteintes de la mémoire chez des souris âgées de 2 mois (525). L’absence d’expression de 
l’IL-1R1 ou l’IL-1β augmente chez de jeunes souris (3 mois) les déficits d’apprentissage dans 
le test du labyrinthe de Morris alors que ces déficits sont diminués chez des souris âgées de 
6 mois (528) ce qui démontre un effet plus important chez les jeunes animaux. Ces effets 
bénéfiques de l’Il-1 sur l’apprentissage sont surtout présents chez les jeunes animaux. En 
 
70 
résumé, les concentrations physiologiques d’IL-1β sont associées à la mémoire et 
l’apprentissage dans l’hippocampe chez les jeunes animaux.  
 
Par ailleurs, l’IL-1β est aussi impliqué dans la neurogenèse et la survie des neurones. In 
vitro, la présence d’IL-1β dans des coupes organotypiques du cortex entorhinal induit de façon 
dose dépendante la croissance des neurites (529). Cette augmentation de la croissance des 
neurites résulte d’une augmentation de l’expression du facteur Wnt5a qui est associé à la 
différenciation neuronale et la croissance des axones (530, 531). De plus, l’IL-1β favorise la 
migration neuronale in vivo et in vitro. L’inhibition du récepteur à l’IL-1R1 par électroporation 
d’un petit ARN interférant (siRNA) chez la rate gestante a induit une altération du 
développement cortical chez la progéniture (532). Cette altération du développement cortical 
était caractérisée par la présence d’une majorité de neurones n’arrivant pas aux couches 
supérieures du cortex (532). Donc, le système de l’IL-1 participe dans le neurodéveloppement 
en induisant la migration et la croissance des neurites et en assurant la consolidation de 
l’apprentissage et de la mémoire dans l’hippocampe.  
 
Outre ses actions durant le neurodéveloppement, l’IL-1β possède aussi une activité 
neuroprotectrice à la suite de lésions dans le SNC. L’injection intravitréenne d’IL-1β, à des 
concentrations supra-physiologiques, augmente la survie des cellules ganglionnaires dans la 
rétine de souris adultes en diminuant la mort cellulaire induite par excitotoxicité ou par 
transsection du nerf optique (533, 534). Les effets neuroprotecteurs de l’IL-1β pourraient 
résulter de l’action de l’IL-1R3. Dans un modèle d’excitotoxicité induite par injection 
intracérébrale d’acide kaïnique, l’absence de l’IL-1R3 était associée à une plus grande mort 
neuronale 15 jours après la lésion (509). L’action neuroprotectrice de l’IL-1 pourrait résulter 
d’une augmentation de la capacité de survie des neurones à la suite des lésions. 
 
Donc, la voie de signalisation de l’IL-1 assure diverses fonctions durant le 
neurodéveloppement, la survie neuronale à la suite de lésions et la régulation de la température 
corporelle et du cycle du sommeil. La majorité des actions bénéfiques de l’IL-1 surviennent à 
des concentrations physiologiques, alors que les concentrations élevées sont associées à la 
réponse pro-inflammatoire neurotoxique. 
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7.2.4 Production de l’IL dans l’inflammation  
La production de l’IL-1β durant l’inflammation est sous le contrôle des PAMP et des 
DAMP. D’une part, les PAMP tels que le LPS activent la signalisation intracellulaire des TLRs 
ce qui amène la production de pro-IL-1β (535). D’autre part, les DAMP, dont l’ATP, activent 
l’inflammasome NLRP3 qui en retour active la caspase 1 pour augmenter le clivage de la pro-
IL-1 en IL-1β mature (504). L’activation de l’inflammasome par l’ATP survient à la suite d’une 
diminution de la concentration intracellulaire de potassium après l’activation du récepteur 
purinergique P2X7 (536, 537). Puis, l’IL-1β mature est secrétée dans le milieu extracellulaire 
où elle stimule la réponse inflammatoire (504, 535, 538).  
 
7.2.5 Comment bloquer l’IL-1  
Le déséquilibre du système à l’IL-1 joue un rôle important dans les WMI chez les 
prématurés, mais aussi dans les modèles animaux (voir sections 4.6.2). À la lumière de son rôle 
majoritairement néfaste, l’IL-1 est une cible intéressante dans la prévention et la diminution des 
lésions cérébrales chez le prématuré. 
 
 Jusqu’à ce jour, trois molécules ciblant l’IL-1 ont été approuvées et sont utilisées en 
clinique soient : le Rilonacept, le canakinumab et l’anakinra (Fig. 7) (539). Ces trois molécules 
ont été approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) dans le traitement du syndrome 
périodique associé à la cryopyrine (CAPS) et sont à l’étude dans d’autres pathologies telles que 
le diabète de type 2 (540).  
 
Le canakinumab et le rilonacept agissent en neutralisant les ligands de l’IL-1 pour 
bloquer leur interaction avec l’IL-1R1 (Fig. 7). Le canakinumab est un anticorps humain 
monoclonal qui cible spécifiquement l’IL-1β (541). Le rilonacept est une protéine recombinante 
produite par la fusion des deux chaines extracellulaires de l’IL-1R et elle possède une grande 
affinité pour l’IL-1. Le rilonacept agit comme un récepteur leurre soluble qui capture l’IL-1α, 




L’anakinra est un recombinant humain de l’IL-1Ra qui agit à titre d’antagoniste 
compétitif (Fig.7). L’anakinra a aussi été approuvé dans la population pédiatrique pour le 
traitement du syndrome CINCA qui est une inflammation multisystémique due à une mutation 
dans le gène de l’inflammasome NLRP3 (543, 544). Aucune de ces molécules n’est approuvée 
pour le traitement de la neuroinflammation. Malgré la présence du rilonacept et du 
canakinumab, l’anakinra demeure la molécule la plus utilisée pour cibler l’IL-1 en recherche 
préclinique et clinique (545). L’administration d’anakinra sur une période de plusieurs jours a 
démontré une efficacité thérapeutique en inhibant la réponse IL-1 dépendante dans différents 
modèles animaux de WMI induits par l’inflammation et par HI (546-550).  
 
 
Figure 10. Mode d’action des inhibiteurs ou modulateurs du système de l’IL-1 
L’activation du récepteur IL-1R1 peut être inhibée par la neutralisation de l’IL-1α et de l’IL-1β 
par le rilonacept et le canakinumab. L’activité de l’IL-1R1 peut être modulée par le Rytvela qui 
inhibe la voie des MAPK tout en préservant la voie NF-κB. 
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Le système de l’IL-1 peut aussi être modulé pour favoriser l’activation d’une voie de la 
cascade de signalisation intracellulaire tout en préservant les autres. Le Rytvela (connue aussi 
sous le nom de 101.10) est un petit peptide composé de 7 acides aminés (RYTVELA) qui a été 
développé par le laboratoire du Dr Chemtob (551). Le Rytvela est un modulateur allostérique 
qui se lie spécifiquement au récepteur IL-1R1 sans bloquer la liaison des ligands IL-1 (551, 
552). La liaison du Rytvela induit une activation de la voie NF-κB tout en inhibant la voie 
MAPK (Fig. 7) (553). L’efficacité de cette molécule a été démontrée dans différents modèles 
de lésions inflammatoires. Dans un modèle de ROP, le Rytvela a eu un effet protecteur similaire 
à l’anakinra (554, 555). Le Rytvela a démontré une efficacité supérieure à l’anakinra dans des 
modèles animaux de dermatite, de maladie inflammatoire chronique de l’intestin et d’HI 
néonatale (551, 552). Plus récemment, le Rytvela s’est avéré plus efficace que l’anakinra pour 
prévenir le travail préterme dans un modèle murin de naissance prématurée induite par injection 
intra-utérine d’IL-1β ou de LPS (553, 556). L’efficacité du Rytvela dans la prévention du travail 
préterme est associée à une diminution de la mortalité, de l’inflammation cérébrale et des 
atteintes rétiniennes associées à la prématurité (556, 557). En fonction du modèle à l’étude, le 
Rytvela démontre un effet neuroprotecteur similaire voir supérieure à l’anakinra. Donc, ces deux 
molécules représentent des approches thérapeutiques intéressantes pour cibler l’IL-1 dans la 









Objectifs de la thèse 
L’inflammation, particulièrement la voie de l’IL-1, joue un rôle important dans la 
physiopathologie des WMI chez le prématuré. L’utilisation de l’IRM dans cette population a 
facilité le diagnostic et le suivie de ces lésions cérébrales à long terme. Il a été démontré que les 
WMI étaient accompagnées d’un risque d’atteintes neurodéveloppemental jusqu’à l’âge adulte. 
Avec l’utilisation plus fréquente de l’IRM en clinique, il est important de comprendre son 
potentiel dans le développement d’approches thérapeutique dans cette population hautement 
vulnérable. Donc, en utilisant un modèle de WMI chez le rat néonatal, nous avons : 
1) Caractérisé les changements de méthylation de l’ADN durant la phase aigüe et 
chronique de la réponse inflammatoire induite par le LPS 
2) Évalué la capacité de l’IRM de détecter les lésions et la réponse thérapeutique durant 
la phase aigüe de l’inflammation  
3) Étudié l’évolution de la polarisation de la microglie et des astrocytes en présence de 
LPS 
4) Déterminé l’implication de la modulation du système à l’IL-1 dans la polarisation 
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Preterm infants are vulnerable to inflammation-induced white matter injury (WMI), which is 
associated with neurocognitive impairment and increased risk of neuro-psychiatric diseases in 
adulthood. Epigenetic mechanisms, particularly DNA methylation, play a role in normal 
development and modulate the response to pathological challenges. Our aims were to determine 
how WMI triggered DNA methylation alterations in brains of neonatal rats and if such changes 
persisted over time. We used a robust model of WMI by injecting lipopolysaccharide or sterile 
saline in the corpus callosum of 3 days old (P3) rat pups. Brains were collected 24 hours (P4) and 
21 days post-injection (P24). We extracted genomic DNA from the brain to establish genome-wide 
quantitative DNA methylation profiles using reduced representation bisulfite sequencing. Neonatal 
lipopolysaccharide exposure induced a persistent increased methylation of genes related to nervous 
system development and a reduced methylation of genes associated with inflammatory pathways. 
These findings suggest that early-life neuro-inflammatory exposure impacts the cerebral 
methylation landscape with determining widespread epigenetic modifications especially in genes 
related to neurodevelopment. 
 






Exposure to infections during the post-natal period in preterm newborns has been shown to 
have a drastic effect on neurodevelopmental outcomes especially in the setting of early meningitis 
but also in cases of sepsis and necrotizing enterocolitis (1-3). Preterm infants are highly vulnerable 
to infection due to their immature immune system particularly the extreme-born preterm (born 22 
to 28-week gestation) in which 25 to 60% develop at least one infectious episode prior to hospital 
discharge with risk of recurring infections (4). These infectious episodes are associated with drastic 
production of inflammatory cytokines known to be highly toxic to the vulnerable developing white 
matter and they are associated to increased risk of white matter injury (WMI). WMI in the preterm 
is characterized by microglial activation, astrogliosis, ventricular dilatation, hypomyelination, 
altered connectivity and reduction of white and grey matter volumes (5-8) leading to an heightened 
risk of neurodevelopmental and neurocognitive impairments (5, 6, 8). To better understand the 
pathophysiological impact of inflammation on the premature infant’s brain, different animal 
models have been developed which includes intracerebral lipopolysaccharide (LPS) injection that 
mimics the effect of Gram-negative infection. It was shown that intracerebral LPS injection in the 
corpus callosum of three days old (P3) rats, at a brain developmental state equivalent to very 
preterm babies, induced microglia and astrocyte activation, ventricular dilatation, hypomyelination 
and hippocampal atrophy (9-12). This recognized animal model also exhibited behavioral 
impairments including hyperactivity, memory impairments and motor deficits (13-15) similar to 
alterations seen in preterm infants with WMI (5, 7, 8). This early life inflammatory insult has long 
term repercussion characterized by sustained inflammation and increased sensitivity to secondary 
insults at adulthood. 
 
The developmental origins of health and disease hypothesis (DOHaD) postulates that 
adaptation in response to early life injury alters the risk of disease during adulthood (16, 17). 
Animal exposed to inflammation, whether by systemic or intracerebral injection, during the 
perinatal period had sustained increase of pro-inflammatory markers (IL-1β, IL-6 and iNOS) and 
higher number of microglia in the striatum, the substantia nigra and the hippocampus at adulthood 
(14, 18). This early insult sensitized the brain to secondary insults at adulthood as seen with 




Furthermore, in humans, recent evidences showed how perinatal inflammatory exposure 
predisposes to delayed psychiatric manifestations such as depression and schizophrenia (21-25). In 
the Helsinki Birth Cohort Study, preterm birth was a significant factor for appearance of early signs 
of mild cognitive decline and poorer cognitive score at adulthood (26). The increased risk for 
neuropsychiatric pathologies and early signs of neurodegeneration identified later in life following 
perinatal inflammation begs to question the possible involvement of long-lasting epigenetic 
changes. 
 
Epigenetic mechanisms play an important developmental role in central nervous system. 
These mechanisms primarily involve DNA methylation, post-translational histone modifications 
and noncoding RNAs that together remodel chromatin to facilitate or suppress gene expression 
without changing the DNA sequence and are heritable during cell division (27). DNA methylation 
is the most stable and well-studied epigenetic change and consists of the addition or removal of a 
methyl group on the CpG region (cytosine followed by guanine) which alters DNA interactions 
with transcriptions factors (28). Addition of methyl group, hypermethylation, decreases or stops 
transcription particularly when it occurs in CpG dense promoter regions, and removal of a methyl 
group, hypomethylation, inversely tends to increase transcription rates (29). Currently, there are 
two major paradigms on the effect of methylation alteration in pathologies: i) methylation changes 
leading to clear gene activation or silencing which is highly found in oncogenes and ii) subtle and 
complex accumulation of methylation changes that are associated to disease phenotype particularly 
in programming non-malignant pathologies such as depression or schizophrenia (30, 31). 
Particularly, subtle methylation changes during the early life period has been associated to 
increased risk of developing neurodegenerative and neuropsychiatric disorders (30).  
 
In humans, preterm birth has been associated to short- and long-term alterations of the 
epigenome landscape. Analysis of buccal swab at term equivalent age showed that very preterm 
with poorer neurobehavioral outcomes had altered methylation in genes relevant to 
neurodevelopment and neurodegenerative disease (32). Furthermore, DNA methylation in preterm 
saliva at term equivalent age, which has a higher correlation to the brain methylome compared to 
blood or buccal swab (33, 34), identified differential methylation of 10 protein coding genes 




analysis of blood spot methylation, very preterm born infants displayed until 18 years old persistent 
methylation changes in pathways related to nervous system and hematological system 
development, antigen presentation and embryonic development when compared to term born 
infants (36). This was corroborated by analysis of whole blood DNA methylation in preterm born 
pair of twins that showed methylation alterations in genes related to immune response at adulthood 
(30-35 years) that persisted at older ages (56-80 years) (37). The persistent signs of altered 
methylation profile in genes related to immune response and neuronal development in preterm 
infants further corroborate the idea of the early establishment of altered inflammatory and 
developmental states that could facilitate neurological disorders at adulthood. Yet, a clear 
description of the short- and long-term impact of neonatal inflammation on brain methylome is not 
available to date. 
 
Using this robust animal model of inflammatory WMI (10, 11, 38-40), we hypothesised 
that postnatal inflammatory exposure induced significant cerebral epigenetics modifications 






2. Materials and Methods 
Animal preparation  
Animal-handling procedures were approved by the Animal Research Ethics Committee of 
the Montreal Heart Institute in accordance with the Canadian Council of Animal Care. The animals 
were given ad libitum access to food and water and were kept under a 12 hours light/dark cycles. 
A total of 32 male and female Sprague-Dawley rats at 3 days old (P3) were randomly assigned to 
one of 4 groups (n=8 in each group): a) Sham at postnatal day 4 (P4); b) Sham at postnatal day 24 
(P24); c) lipopolysaccharide (LPS) at P4 and d) LPS at P24. P4 corresponds to the acute phase of 
inflammation and represent an age where the rat brain is equivalent to the brain of a preterm infant 
(9), and P24 rat brain is equivalent to the brain of 2-3 years old human child (9, 41). Animals were 
injected in the corpus callosum, at a level equivalent to P-7, c9 (42), under ultrasound guidance 
using Vevo LAZR micro-ultrasound system (FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Canada). 
The LPS animals were injected with a suspension of 1 mg/kg LPS (E. Coli, serotype 055:B5, 
Sigma) in sterile saline solution. The LPS dosage was established in previous studies using this 
model of WMI (10, 40). An equivalent volume of sterile saline alone was injected to the Sham 
group pups. A micropipette mounted on a microprocessor-controlled injector (Micro4 from World 
Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) with a speed rate of 100 nL/min was used for the 
injections. All the injections were performed under isoflurane anesthesia. The animals were 
euthanized at P4 and P24 and the brains were collected for DNA methylation assessment (n=4 per 
group) and for histology (n=4 per group). 
 
Histology 
Rats at P4 and P24 were perfused through the heart with PBS followed by 4% 
paraformaldehyde (PFA) and brains were extracted and submerged in 4% PFA for 24h at 4°C and 
then cryoprotected by immersion in 30% sucrose for at least 48h. Brains were kept at 4°C until 
cutting. Coronal sections (50 µm thick) were cut on a cryostat and conserved at - 20°C in 
cryoprotectant solution (30% ethylene glycol in 0.03 mol/L PBS and 15% sucrose) until staining. 
Brain sections at the level of the bregma were stained with cresyl violet and scanned at 20x in the 
slide scanner Axioscan Z1 (Carl Zeiss Inc, ON, Canada) to measure lateral ventricle size. Area of 




The ventricle size index was calculated as the ratio between area of each ventricle and area of the 
whole brain section and ratio between left and right ventricle was also calculated. Comparisons 
between groups at each time point were performed using a Mann-Whitney test with statistical 
significance set at P<0.05. Analysis were performed using GraphPad Prism (GraphPad Software, 
La Jolla, CA). 
 
DNA extraction 
Rat pups used for DNA methylation, were perfused through the heart with phosphate 
buffered saline solution (PBS), then, the ipsilateral hemispheres were snap-frozen on dry ice and 
kept at -80°C. The ipsilateral brain hemisphere was coronally trimmed into a block of tissue, 
containing areas near the site of injection, from 2.80mm to -0.40mm from Bregma at P4 and 
2.80mm to -1.80mm from Bregma at P24 and processed for DNA extraction. In brief, the block of 
tissue was reduced to powder by grinding it in liquid nitrogen and the powder was kept at -80°C 
until DNA extraction. Total DNA was extracted with the QIAGEN DNA mini kit (#51304) 
according to the manufacturer's instructions. DNA quality and concentration were assessed by 
spectrophotometry using the Nanodrop apparatus (Thermoscientific, Wilmington, DE, USA). 
 
Reduced Representation Bisulfite Sequencing 
Quantitative DNA methylation profiles were obtained by Reduced Representation Bisulfite 
Sequencing using a modified version of previously published protocols (43-47). Briefly, 600ng of 
genomic DNA were digested over night with non-methylation specific Msp1 enzyme (NEB # 
R0106M). Ligation of methylated adaptors (NEB # E7535L) was done on the digested DNA with 
T4 ligase enzyme (NEB #M0202L) before sodium bisulfite conversion (QIAGEN # 59826). 
Libraries were amplified by qPCR with Illumina indexing primers (NEB # E7535L) followed by 
clean up and size selection of the libraries using Agencourt® AMPure® XP magnetic beads 
(Beckman Coulter # A63881). Quality of the libraries was assessed by Bioanalyzer (Agilent # 
5067-4626) and eight individual libraries were multiplexed into one lane of 100bp paired-end 
sequencing on Illumina HiSeq 2000 sequencer. Raw sequencing data was preprocessed for quality 
control and adapters removal with TrimGalore (version 0.3.3), and alignment to the rat reference 
genome (rn6) and methylation calls with BSMAP (version 2.9)(48). X and Y chromosomes were 




was used to obtain differentially methylated regions applying specific parameters (p-value 
threshold of q = 0.01 by the Benjamini–Hochberg FDR procedure, 100 bp step-wise tiling 
windows, a minimum of 2 CpGs per tile and a minimum of 10× CpG coverage of each tile per 
sample). The methylation score of each tile was the average of the methylation of each single CpGs 
within the tile. For each time points, differentially methylated regions corresponded to tiles with at 
least 10% of difference of methylation between the two conditions (Sham vs LPS) as previously 
published (50-52). Differentially methylated regions (DMRs) were finally annotated using Homer 
(version 4.1). 
 
Gene ontology and pathway analysis 
The hypermethylated (gain of methylation) and hypomethylated (loss of methylation) genic 
DMRs at P4 and P24 were analysed with the online software Metascape version 3.0 
(http://metascape.org) (53, 54) for functional enrichment using ontology terms collected from Gene 
Ontology for biological processes, cellular components and molecular functions 
(http://geneontology.org), Reactome Gene Set pathways (http://portal.genego.com), and Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways (http://www.genome.jp/kegg). Functional 
analyses for the datasets were run to display the 40 most significant biological functions across the 
dataset that meet a p-value cut-off of 0.01. For ease of visualization, only the 10 functions with the 







Neonatal LPS-induced WMI resulted in ventricles dilatation 
We first sought to determine the impact of WMI on animal weight and ventricles 
morphology. Animal’s body weight did not vary significantly between Sham and LPS groups at 
each time points (10.50±0.45g vs 10.06±0.41g at P4; 70.24 ±3,29g vs 68,69 ±3,46g at P24, Sham 
vs LPS respectively). Knowing that lateral ventricle enlargement is the most common 
histopathological hallmark in LPS-injected rats, we measured ventricle size index on brain sections 
stained with cresyl violet (10, 12). At P4, ventricle size did not have a significant difference 
between Sham and LPS animal for both left and right ventricles (Fig. 1). On the opposite, at P24, 
LPS rats presented increased bilateral ventricle size index and the left ventricle, the side of 
injection, reached statistical significance (0,49 ±0,11 vs 9,65 ±4,75 p<0.0286, Sham vs LPS 
respectively) (Fig. 1). Thus, neonatal LPS exposure resulted in bi-hemispheric cerebral injury. 
 
Changes in methylation following inflammation-induced WMI 
We then aimed at investigating the impact of LPS-induced WMI on epigenetic marks by 
establishing methylation profiles of rat brains, at P4 and P24, by reduced representation bisulfite 
sequencing (RRBS). Following RRBS, differentially methylated regions (DMRs) were identified 
between Sham and LPS animals at each time point by comparing CGs methylation levels. Due to 
sex heterogeneity in the groups, DMRs on chromosomes X and Y were excluded (supplemental 
figure 1). DMRs were distributed across all chromosomes studied at both time points (supplemental 
figure 1). 
 
First, DMRs at P4 (Fig. 2) and P24 (Fig. 3) were aligned to the reference genome (rn6) and 
100bp regions were compared between Sham and LPS animals. At P4, 183210 100bp regions were 
analysed with a high proportion of them located within intergenic (46%), intronic (26%) and 
promoter (14%) regions (Fig. 2b). Of the total 100bp regions studied at P4, 1453 DMRs were 
identified following LPS exposure (696 hypermethylated and 757 hypomethylated DMRs) with 
the majority located in intergenic regions (59%) or in introns (30%) (Fig. 2a & b). At P24, 168667 
100bp regions were analyzed and they were mainly located in intergenic regions (45%), in introns 




(902 hypermethylated and 600 hypomethylated), the majority were either intergenic (58%) or 
located in introns (29%) (Fig. 3a & b). In sum, neonatal inflammatory WMI increased the 
occurrence of methylation changes within the intergenic region and introns at both time points (Fig 
2b and 3b). 
 
CpG content and neighborhood: 
Analogous to the characterization by genic region, DMRs distribution was also assessed 
based on their proximity to CpG content and neighborhood context (island, shore, shelf and open 
sea). CpG shores are located up to 2 kb from CpG islands, shelves are 2–4 kb away, and open sea 
regions are isolated CpG in the genome (55). We compared the relative proportion of DMRs CpG 
location to the proportion within the total 100bp regions at both time points. 
 
At both P4 and P24, the majority of CpG of the total 100bp tiles were located within the 
open sea and on CpG islands (Fig. 2c and 3c). Within identified DMRs, the majority were in the 
open sea at both P4 and P24 with the lowest percentage of DMRs found on CpG islands at P4 and 
CpG shelves at P24 (Fig. 2c and 3c). Compared to the distribution pattern seen in all 100bp regions 
analyzed, there was a strong increase of DMRs in the open sea and a decrease on CpG islands at 
both time points (Fig. 2c and 3c). Therefore, inflammation-induced WMI resulted in a persistent 
increase of methylation alterations across CpG in the open sea. When taken together, the 
preferential methylation changes in the intergenic region and in the open sea could point toward 
alteration of genomic stability following neonatal WMI. 
 
Gene enrichment analysis 
Gene ontology (GO) analysis was performed with Metascape to characterize pathways 
associated to the genes with DMRs, (53, 56). The intergenic regions were excluded, which leaves 
597 genic DMRs (281 hypermethylated and 316 hypomethylated) at P4 and 626 genic DMRs (380 
hypermethylated and 246 hypomethylated) at P24 (table I). A first analysis performed with the 
DMRs-associated genes, regardless of their methylation status, showed that majority of the 
pathways were related to inflammatory response at P4 and to neurodevelopment at P24 
(supplemental figure 2). Knowing that the methylation status can influence differently gene 




hypomethylated for subsequent GO analysis. For ease of comprehension, only the 10 pathways 
with the strongest enrichment were depicted in figures 2 and 3 with the complete set illustrated in 
supplemental figures 3 and 4. 
 
At P4, 240 unique genes had hypermethylated DMRs and 283 genes had hypomethylated 
DMRs (table I). Hypermethylated DMRs within genes showed multiple pathways associated with 
nervous system development such as the dendritic compartment and neuron differentiation, and 
also with protein and lipid synthesis pathways (Fig. 2d and supplemental figure 3a). The 283 genes 
with hypomethylated DMRs at P4 were highly enriched for immune and inflammatory response 
pathways and pathways associated to synaptic and axonal compartments (Fig. 2e and supplemental 
figure 3b). Furthermore, regulation of synapse assembly was associated to both hypermethylated 
and hypomethylated DMRs within genes (supplemental table I). Thus, at P4, neonatal WMI altered 
methylation within genes associated to innate immune response and to nervous system. 
 
At P24, 323 genes had hypermethylated DMRs and 219 had hypomethylated DMRs (Table 
I). Although, there was more genes with hypermethylated than hypomethylated genic DMRs, the 
absolute values of average percentage difference of methylation change were similar (table I). 
Hypermethylated DMRs within genes at P24 were highly enriched in neurodevelopmental 
pathways such as regulation of neuronal differentiation, axonal compartment, and ensheathment of 
neurons (Fig. 3d and supplemental figure 4a). Hypermethylated DMRs within genes were also 
associated to immune system regulatory pathways which included myeloid cell differentiation and 
CTLA4 inhibitory signal (Fig. 3d and supplemental figure 4a). At P24, hypomethylated DMRs 
within genes still showed an increased representation of inflammatory and innate immune response 
pathways like T cell cytokine production and interleukin 12 production and were also associated 
to neurodevelopmental pathways particularly synaptic organization and to receptor tyrosine kinase 
signalling pathways (Fig. 3e and supplemental figure 4b). At P24, lipid binding, regulation of 
GTPase activity and phosphoric ester hydrolase activity pathways were associated to both 
hypermethylated and hypomethylated DMRs within genes (supplemental table I). Even at P24, 






In light of global alteration of pathways associated to neurodevelopment and immune 
response at P4 and P24, and the fact that DNA methylation is a dynamic process, we compared the 
GO analysis results to identify identical pathways between both time points. No identical pathway 
was found for hypermethylated DMRs within genes at P4 and P24. Cell projection membrane, 
innate immune system and regulation of cell adhesion pathways were identified at P4 and P24 for 
hypomethylated DMRs within genes (supplemental table I). Furthermore, regulation of fat cell 
differentiation, import into cell and the axonal compartment pathways were associated to 
hypomethylated DMRs at P4 and to hypermethylated at P24 (supplemental table I). CNS neuron 
differentiation pathway was identified at P4 to hypermethylated DMRs within genes and to 
hypomethylated DMRs within genes at P24 (supplemental table I). 
 
Next, we investigated, with GO analysis, pathways that could be associated to altered 
methylation in promoter regions at P4 and P24 (table I). No pathways were identified for 
hypermethylated DMRs-associated genes at P4 and hypomethylated DMRs at P24. At P4, 
hypomethylated DMRs in the promoter region were associated to inflammatory processes 
(supplemental figure 3c). At P24, promoter region hypermethylated DMRs were linked to cellular 
nitrogen compound catabolic process and gland development (supplemental figure 4c). 
 
Taken together, neonatal inflammatory WMI induced a persistent methylation alteration in 
genes relevant to nervous system developments, inflammatory response and alteration in the 
synaptic compartment pathways. 
 
Methylation difference in genes related to inflammation and myelination 
As interindividual variabilities are present in the histological examination (Fig. 1), we 
looked at occurrence of individual variability in methylation changes for genes related to 
inflammatory response, and to myelination and oligodendrocytes. These pathways were chosen as 
inflammation and hypomyelination are two established pathological hallmarks in this animal 
model. At P4 and P24, the genes DLX1, SDC1 and UNC13D had multiple methylation changes as 
noted with the presence of at least two DMRs for each gene (Fig. 4a and d). For inflammatory 
response, all DMRs were hypomethylated at P4 and both hyper- and hypomethylated DMRs were 




were present for myelination/oligodendrocyte pathway (Fig. 4c and d). For both hypermethylated 
and hypomethylated DMRs-associated genes in each pathway, LPS-exposed animals had similar 
methylation changes on some genes while there was individual variability for other genes (Fig. 4). 
Furthermore, the genes ABCD2 and NRTK2, identified at P24, were associated to both pathways 
(Fig. 4b and d). Consequently, LPS-exposed animals had variable methylation changes in some 
genes while other genes had more conserved alteration between animals. 
 
Common DMRs at P4 and P24 
Considering the presence of similar genes and pathways between P4 and P24 (supplemental 
table I), we looked at the possibility of finding identical DMRs at both time points. Over the 1453 
and 1502 DMRs identified at P4 and P24 respectively, 102 DMRs were identified on the exact 
same 100bp region at both time points. Of the 102 DMRs, 50% (n=51) kept similar methylation 
status between P4 and P24 and 50% (n=51) had a shift to the opposite methylation status (Fig. 5a). 
Similar to results with all identified DMRs, common DMRs at both time points had enhanced 
methylation changes in the intergenic region and in the open sea (supplemental figure 5). Following 
exclusion of intergenic DMRs, GO analysis performed with Metascape, regardless of DMRs 
methylation status evolution, showed an enrichment in genes related to negative regulation of fat 
cell differentiation, receptor-mediated endocytosis, ion channel transport and cilium compartment 







In the present study, we investigated methylation profile changes in rat brains subjected to 
neonatal LPS-induced moderate to severe WMI at 24 hours and 21 days following exposure. We 
observed that WMI induced methylation perturbation in a period highly important for 
neurodevelopment that persisted up to 21 days post-injury. We identified increased rate of 
methylation changes occurring in intergenic regions, CpG open-sea and on transposable elements, 
which could point toward altered genomic stability. Moreover, GO analysis showed that neonatal 
inflammation induced persistent methylation alterations in genes associated to neurodevelopmental 
and immune response pathways particularly in axonal and synaptic compartments, and in 
inflammatory response and leukocyte-mediated immunity. Furthermore, we observed methylation 
alteration on genes enriched in pathways related to protein and lipid metabolism and receptor 
tyrosine kinase signaling. 
 
DNA methylation is an important regulatory mechanism that partakes in 
neurodevelopmental processes, different neurological functions such as learning and memory and 
maintenance of homeostasis at adulthood (57-60). Alteration of DNA methylation has been 
implicated in many neurodevelopmental and neurodegenerative diseases including autism 
spectrum disorder (ASD), Down syndrome, Alzheimer disease and schizophrenia. In our study, 
neonatal inflammation-induced WMI resulted in DNA methylation alteration that persisted up to 
21 days post-injury. In accordance to our results, animal studies showed that adverse events during 
the perinatal period can lead to sustained alteration of the brain methylome up to 1 year after the 
initial insult (61, 62). For example, exposure to maternal maltreatment during the first days of life 
in rats induced a global alteration of DNA methylation in the amygdala and hippocampus at 
adolescence (P30) (61). Our datasets revealed that major portion of methylation changes occurred 
in intergenic and intronic regions and on CpG within the open sea. The susceptibility of these 
regions to methylation changes was also seen in models of maternal separation and in prenatal 
alcohol exposure (62, 63). It was suggested that methylation in intergenic and introns could target 





One major group of pathways that emerged from our methylome analysis following 
neonatal inflammation-induced WMI was related to the axon. We noted that genes associated to 
axonal compartment had a shift from a hypomethylated to a hypermethylated state which could be 
associated to the presence of axonal injury as it has been confirmed in this model by diffusion 
tensor imaging and by immunohistochemistry using the apoptotic marker fractin (38, 40). 
Furthermore, using the microtubule associated protein 1 expressed in axons, Fan et al. has 
confirmed that axonal fragmentation, already present 3 days after LPS exposure, was still there 70 
days later (13, 67). In post-mortem preterm infants brains, diffuse axonal injury has been shown in 
the white matter by immunostaining for fractin and other axonal damage markers (68). Surviving 
preterm infants had impaired hippocampal and cortical growth seen seven years later (69, 70) and 
even signs of increasing atrophy over time (71). Moreover, hypermethylation of synaptic processes 
and axonal compartment was associated to aging and cognitive decline in aging rat prefrontal 
cortices (72). Thus, the hypermethylation of genes related to axonal compartment, seen in our 
study, could reflect the onset of long-lasting changes in neurodevelopment. 
 
The enrichment of genes in pathways relevant to inflammation and immune response at P4 
and P24 supports the presence of a sustained inflammatory state that could be caused in part by 
methylome alteration. As stated earlier, perinatal inflammation is associated to increased 
vulnerability to secondary insults at later time points in life particularly in the context of microglia 
priming. It was shown that microglia of adult rats exposed to E. coli bacteria in the neonatal period 
had a stronger response to a secondary LPS challenge compared to naïve rats’ microglia (18). 
Furthermore, neonatal infection in mice led to heightened susceptibility to amyloid beta at 
adulthood with increased microglial activation and higher memory impairment in the novel object 
recognition test (73). Indeed, the methylation alterations in inflammatory pathways seen in this 
study could be a key component of a chronic low-level inflammation state, which is being 
increasingly recognized as central to cognitive decline, neuropsychiatric and neurodegenerative 
diseases (74-78). Several world leaders in neonatal neurobiology, actively studying the 
inflammation-induced sensitization paradigm, are expressing grave concern over the increased risk 





102 identical DMRs were identified between P4 and P24 for which half preserved their 
methylation status and the other half shifted to the opposite status. DNA methylation is a dynamic 
process that evolves with age and in pathological conditions (82-84). During normal aging, GO 
analysis of peripheral blood samples from paediatric and aged population revealed that methylation 
changes were highly related to developmental and inflammatory pathways (85, 86). It was shown 
that aging was associated to decreased DNA methylation of pro-inflammatory cytokines genes in 
both the brain and blood and these changes could render them more susceptible to be expressed 
following a secondary adverse insult (87). Furthermore, alteration of DNA methylation by adverse 
events can lead to discrepancy between chronological age and methylome age, which is associated 
to accelerated aging processes and age-related pathologies including neurodegenerative diseases 
and decreased white matter integrity (88-92). Although the DNA methylation changes seen in this 
study were mostly subtle compared to changes occurring during development or in cancer, their 
accumulation could have the potential to impact the normal neurodevelopmental course (30). 
Therefore, it is possible that the changes in the epigenome seen in this study could play a major 
role in potentiating brain injury after neuroimmune challenges later in life. 
 
A limitation of this study is that methylation data were derived from brain homogenates 
that are composed of different cells type. It was previously established that epigenetic difference 
could be seen within same tissue due to cell heterogeneity (93). Although a single cell methylome 
analysis would have allowed a better understanding of inflammation effect on different type of 
brain cells, it would have been less impactful to study the broad effect of early life inflammation 
on the brain methylome. Another limitation is the presence of pathways not related to the central 
nervous system like prostate morphogenesis or chondrocyte differentiation, this points toward the 
presence of gene networks not characterized in regard to brain development and/or brain-related 
functions (94). 
 
In conclusion, we showed how postnatal inflammatory exposure caused a vast array of 
cerebral epigenomic alteration in genes relevant to inflammatory response and neurodevelopment 
with significant modifications still present 3 weeks after the injury. Given the long-lasting impact 
of neonatal inflammation on methylation profile, we believe that the inclusion of epigenetic 




future preclinical studies should i) consider an epigenomic intervention as done in psychiatric and 
cancer research and ii) seek a protective role on the epigenetic signature by specific anti-
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Table du chapitre II 
Table I. Distribution of the DMRs, excluding intergenic regions, and average percentage 









Genes with DMRs  
located on promoter region 
P4 hypermethylated 281 14.08±4.11 240 
ELMOD3, HORMAD2, KRTCAP3, MIR219-2, 
MIR290, ODF3, TNS3 
P4 hypomethylated 316 -13.55±3.68 283 
ABCC6, ACVRL1, ADAMTS18, APOBR, 
ARPP21, CAR13, F2RL3, FXN, GFER, 
IGBP1B, LAT, LTA, MCEMP1, MPDU1, 
NKAPL, P2RX1, PF4, SIPA1, SMIM3, 
TMEM255B, TNFRSF25, ZRSR1 
P24 hypermethylated 380 14.74±5.22 323 
CCKBR, CDC20, CXCL1, DPYS, EXOSC7, 
F8A1, FAM217A, FSTL3, HK2, MIR219-2, 
MSH4, ODF3, PABPC4, PAQR7, RN5-8S, 
SALL3, SGK2, SIPA1, STK3, TENM3, UPB1 
P24 hypomethylated 246 -14.42±4.53 219 
ALOX12E, CD55, COX6A2, DOK3, MIR671, 
ODF3, OTOP3, RMND1, SLAMF8, SNCG, 






Légende et figures du chapitre II 
Figure 1. Lateral ventricles size index at P4 and P24. Representative image of lateral ventricle 
size for Sham and LPS animals at P4 (a and b) and at P24 (c and d). Bar graph of ventricle size at 
E) P4 and F) P24.  
*p< 0.05 compared to Sham  
LV=left ventricle ; RV=right ventricle 
 
Figure 2. DNA methylation alteration at P4 in the brain of Sprague-Dawley exposed to 
neonatal WMI. A) Heat map of mean methylation levels for 1453 DMRs with methylation 
alteration in the LPS group (n=4) compared to Sham (n=4) at 24h post-injection. B) Genomic 
distribution of total 100bp tiles and the 1453 DMRs. C) CpG content and neighborhood in total 
100bp tiles and DMRs D-E) Top 10 pathways identified following GO analysis without intergenic 
DMRs for D) hypermethylated DMRs and E) hypomethylated DMRs. GO enrichment was 
performed for biological processes (plain bar), molecular functions (bar with vertical line) and 
cellular components (bar with oblique line). The number of genes associated to each pathway is in 
parenthesis. 
SINE, short interspersed nuclear element; LINE, long interspersed nuclear element; LTR, long 
terminal repeat element. 
 
Figure 3. DNA methylation changes at P24 in the brain Sprague-Dawley rats subjected to 
neonatal WMI. A) Heat map of mean methylation levels for 1502 DMRs with methylation 
alteration in the LPS group (n=4) compared to Sham (n=4) 21 days post-injection. B) Distribution 
of total 100bp tiles and 1502 DMRs across the genome. C) CpG content and neighborhood in total 
100bp tiles and DMRs D-E) Top 10 pathways identified following GO analysis without intergenic 
DMRs for D) hypermethylated DMRs and E) hypomethylated DMRs. GO enrichment was 




cellular components (bar with oblique line). The number of genes associated to each pathway is in 
parenthesis. 
SINE, short interspersed nuclear element; LINE, long interspersed nuclear element; LTR, long 
terminal repeat element. 
 
Figure 4. Methylation levels of gene on interest associated to inflammatory response (A-B) and 
myelination (C-D) at P4 and P24 in brains of Sham rats compared to LPS exposed animals. 
Individual values are represented by square (Sham) and dots (LPS) for each gene and box plot 
represent minimal to maximal value with line at median.  
 
Figure 5. Analysis of similar DMRs found at P4 and P24 in rats subjected to inflammatory WMI. 
A) Venn diagram of the methylation status changes occurring between P4 and P24 of identical 
DMRs identified at both time points. B) Gene ontology (GO) enrichment analysis of the DMRs on 
all regions excluding intergenic. GO enrichment was performed for biological processes (plain 
bar), molecular functions (bar with vertical line) and cellular components (bar with oblique line). 




































Matériels supplémentaires du chapitre II 
Table supplémentaire du chapitre II 
Supplemental Table I. Common pathways at P4 and P24 affected by changes in DNA methylation 
profile following neonatal WMI 




P4 hypermethylated ASIC2; EPHB2; FLRT1; GHSR; IL1RAP   
P4 hypomethylated 
ADGRL2; ADGRL3; ARHGAP35; ASIC2; 
BCL11A; CAMK1D; CDK5R1; DOK7; EPHB1; 
EVL; FXN; FYN; GOLGA4; GPER1; LINGO4; 
LTA ; NECTIN1; NOTCH1; NRG1; NTRK2; 
P2RX7; PAXIP1; PIEZO1; RGS6; SDC1; SMAD3; 





CDNF; DISC1; EPHB2; LHX4; LMX1B; MIR200C; 
PAX7; SFRP1; SPOCK1; TFAP2C 
P24 hypomethylated 





ACADM; ADGRL3; CACNA1B; CDK5R1; CPN1; 
CRTAC1; ENG; EPHB1; GPER1; KANK2; 
KCNMA1; MBP; MGARP; NECTIN1; NOTCH1; 
NR1D2; NRG1; NTRK2; P2RX7; ROR2; SDC1; 
SEPT11; SFRP1; SLC38A1; TOR1A; TRPM7; 
TRPV4; UTRN; ZFP36 
P24 hypermethylated 
ACADM; ALOX5; AP3B1; ATG7; ATP13A2; 
BEGAIN; CACNA1C; CORO1A; EPB41L3; 
EPHB2; ESR1; FEZ2; FYN; GFAP; GPC1; GRK3; 
HSPB1; IFT57; IGF1R; ITPR2; KCNK2; LRIG2; 
NCS1; NECTIN1; NELL2; NEURL1; NFASC; 




PRKCA; RAP1GAP; RARA; RGS10; ROR2; RXRA; 
SEPT11; SLC38A2; SPOCK1; SRCIN1; STX1B; 
SYDE1; TANC1; TIAM1; TRPV4 




ACVRL1; ARID5B; BCL11A; CDK5R1; CEBPB; 
EPHB1; FTO; GPER1; H1FOO; JDP2; MBP; 
NCOR2; NFKBIA; NOTCH1; NOTCH3; NRG1; 
PF4; PLCB1; SEMA3B; SFRP1; SMAD3; TRIM11; 
TRPV4; ZBTB16; ZFP36 
P24 hypermethylated 
AKT1; BBS7; FTO; ITGA6; JDP2; NCOR2; 
NOCT; PPARD; SFRP1; STK3; TMEM120B; 
TRPV4 
Import into cell 
(GO:0098657) 
P4 hypomethylated 
ANO6; APOBR; ARHGAP27; CACNG3; 
CAMK1D; CD47; CDH13; CEBPE; CUBN; 
CXCL16; ELANE; ELMO1; FYN; GULP1; HCK; 
P2RX7; RSPO1; RUFY1; SLC7A1; SLC9A1; 
STAB2; TMPRSS4; TOR1A; UNC13D 
P24 hypermethylated 
AMN; ARHGAP27; ATG7; CORO1A; CXCL16; 
ELANE; FCNA; FYN; GFAP; GRK3; KCNJ8; 
MEGF10; NOS1; PECAM1; PLCG2; PRKCA; 






ATP8B1; CACNA1D; CUBN; EVL; GABRG3; 
GPER1; ITGA8; ITGB5; MYLK; NOTCH1; NRG1; 
PDE9A; PIEZO1; SLC3A1; SNTG1; TRPM7; 
TRPV4; UTRN 
P24 hypomethylated 
GABRA1; GABRG2; GRIN2A; KIRREL1; LAMP5; 





ANO6; ARHGAP45; ATP11A; CD47; CHI3L1; 
COTL1; CPN1; ELANE; ELMO1; FTL1; FYN; 




NFKB1; NFKBIA; P2RX1; P2RX7; PELI2; RIPK2; 
SDC1; TCTN2; TNFRSF25; USP18 
P24 hypomethylated 
ATP6V0E2; B2M; C3; CD55; CRISPLD2; DOCK1; 
DOK3; GPR84; HK3; MAP2K6; MYO10; NFKB1; 
PYGL; SLC11A1; TCTN2; WIPF3 




ACVRL1; ADAMTS18; ADGRL3; CD47; CDH13; 
CDK5R1; CEBPB; ELANE; ITGB5; LMO7; MBP; 
NECTIN1; NOTCH1; NRG1; PIEZO1; RASGRP1; 
RIPK2; SMAD3; TRIM29; TRPV4; UNC13D; 
UTRN; VSIR; ZBTB16 
P24 hypomethylated 
ADGRL3; AJAP1; ANK3; CD55; CDH13; CEL; 
COL16A1; COL26A1; CTNND2; DOCK1; GNAS; 
IDO1; IL4R; KIRREL1; LAMA1; MINK1; MYO10; 




AKT1; ATP13A2; ATP5PO; DOK7; ESR1; FZD7; 
GM2A; INPP4B; ITPR2; MTSS1L; MVB12B; 
MYO1B; PAQR7; PAQR8; PIK3C2B; PPARD; 
PREX1; RARA; RXRA; SNX11; SOAT2; STXBP6; 
TIAM1 
P24 hypomethylated 
ACAP2; ALB; C3; CD55; CEL; FGD2; ITPR3; 
KIF16B; LAMA1; MYO10; NR3C2; OSBP2; 






APPL2; ARHGAP27; ARHGEF18; AXIN2; BCL6; 
EPHB2; ITGA6; ITPKB; LRCH1; MTSS1L; 
NTRK2; PECAM1; PREX1; RAP1GAP; RGS10; 
SIPA1; SYDE1; TBC1D7; TIAM1; VAV2 
P24 hypomethylated 
ACAP2; AGAP3; ARHGAP24; ARHGAP28; 
ARHGEF28; CDC42EP4; CDH13; DOCK1; 










ACP1 ; ENOPH1 ; INPP4B ; MTMR1 ; PDE4A ; 
PDE5A; PGAP1; PLCG2; PLPP4; PLPP7; 
PPM1E; PPM1H; PTPN11; PTPRU; UBASH3B 
P24 hypomethylated 
AKP3; CTDSPL; ENOPH1; GNAS; LPIN2; 
PLCB4; PLPPR2; PPM1H ; PPP1R16B ; PTPRJ ; 










Supplemental figure 1. Chromosomal distribution of DMRs at P4 (A) and P24 (B) following WMI 







Supplemental figure 2. Gene ontology (GO) enrichment analysis of the DMRs at A) P4 and B) 
P24 regardless of methylation status. GO enrichment was performed for biological process (plain 
bar), metabolic function (bar with vertical line) and cellular component (bar with oblique line). The 






Supplemental figure 3. Pathways identified at P4 following gene ontology enrichment analysis of 
A-B)DMRs on all genomic regions excluding the intergenic region and C) DMRs located on 
promoter region. Pathways were found for A) hypermethylated DMRs, B) hypomethylated DMR 
and C) DMRs on promoters. No pathway was identified for hypermethylated DMRs located on 
promoter region at P4. GO enrichment was performed for biological process (plain bar), metabolic 
function (bar with vertical line) and cellular component (bar with oblique line). The number of 






Supplemental figure 4. Gene ontology enrichment analysis of DMRs identified at P24 on all 
genomic regions excluding intergenic (A and B) and solely on the promoter (C). Pathways were 
identified for A) hypermethylated DMRs, B) hypomethylated DMRs and C) hypermethylated 
DMRs located on promoter. No pathways were associated with hypomethylated DMRs located in 
promoter at P24. GO enrichment was performed for biological process (plain bar), metabolic 
function (bar with vertical line) and cellular component (bar with oblique line). The number of 






Supplemental figure 5. Analysis of similar DMRs found at P4 and P24 in rats subjected to 
inflammation-induced WMI. A) Methylation status changes between P4 and P24 of identical 
DMRs identified at both time points. B) Distribution of common DMRs across the genome. C) 
DMRs distribution across CpG islands/shores/shelves. D) Table of genes with similar DMRS at P4 
and P24 excluding DMRs located in intergenic region 
SINE, short interspersed nuclear element; LINE, long interspersed nuclear element; LTR, long 
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Perinatal infection and inflammatory episodes in preterm infants are associated with diffuse white 
matter injury (WMI) and adverse neurological outcome. Inflammation-induced WMI was 
previously shown to be linked with later hippocampal atrophy and learning and memory 
impairments in preterm infants. Early evaluation of injury load and therapeutic response with non-
invasive tool such as multimodal magnetic resonance would greatly improve the search of new 
therapeutic approaches in preterm infants. Our aim was to evaluate the potential of multimodal 
MRI to detect the response of interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) treatment, known for its 
neuroprotective properties, during the acute phase of injury on a model of neonatal WMI.  
 
Rat pups at postnatal day 3 (P3) received intracerebral injection of lipopolysaccharide with 
systemic IL-1Ra therapy. 24h later (P4), rats were imaged with multimodal MRI to assess 
microstructure by diffusion tensor imaging and neurochemical profile of the hippocampus with 1H-
magnetic resonance spectroscopy. Astrocyte and microglial activation, apoptosis and the mRNA 
expression of pro-inflammatory and necroptotic marker were assessed.  
  
During the acute phase of injury, neonatal LPS exposure altered concentration of hippocampus 
metabolites related to neuronal integrity, neurotransmission and membrane integrity and induced 
diffusivity restriction. Just 24h after initiation of therapy, early indication of IL-1Ra 
neuroprotective effect could be detected in vivo non-invasive spectroscopy and DTI and confirmed 
with immunohistochemical evaluation and mRNA expression of inflammatory markers and cell 
death.  
 
In conclusion, multimodal MRI, particularly DTI, can detect not only injury but also the acute 
therapeutic effect of IL-1Ra suggesting that MRI could be a useful non-invasive tool to follow, at 
early time points, the therapeutic response in preterm infants. 
 
Keywords: Periventricular leukomalacia, Lipopolysaccharide, IL-1Ra, Diffusion tensor imaging, 






• White matter injury induces changes detectable at multimodal MRI (DTI and MRS). 
• Multimodal MRI allow the detection of early sign of IL-1Ra neuroprotective effect during 






1 Introduction  
More than 50% of very low birth weight (VLBW) preterm infants are affected by white matter 
injury (WMI) (Volpe, 2009; Pavlova and Krageloh-Mann, 2013). Magnetic resonance imaging 
(MRI) allows the detection of diffusive WMI in up to 79% of preterm infants (Maalouf et al., 2001). 
Perinatal inflammation and infection (from chorioamniotis, necrotizing enterocolitis, sepsis and 
sustained ventilation) are major risk factors of WMI (Khwaja and Volpe, 2008). Together with 
hypoxic-ischemic injuries, inflammatory injuries are the main pathogenic factors in periventricular 
leukomalacia (PVL) (Khwaja and Volpe, 2008). The diagnosis is usually confirmed at the end of 
the hospitalisation by imaging. In the months following discharge, physical and occupational 
therapy are then introduced if found clinically relevant. To date, there is no recognized therapy to 
treat WMI at the earliest onset. With the advancements in non-invasive imaging tools, the question 
that comes to mind is if an early recognition of on-going WMI by imaging could trigger the 
application of a therapy and if its effect could then be monitored.  
 
A robust animal model of inflammatory WMI, consisting in the injection of lipopolysaccharides 
(LPS) in the corpus callosum of rat pups, was shown to reproduce the pathophysiological hallmarks 
seen in preterm infants with WMI such as microglia activation, astrogliosis, ventricular dilatation 
and hypomyelination (Cai et al., 2003; Pang et al., 2003; Lodygensky et al., 2010). This animal 
model showed several neurobehavioral alterations, observed in preterm infants with WMI, which 
includes hyperactivity, memory impairments and motor deficits (Fan et al., 2008b; Khwaja and 
Volpe, 2008; Volpe, 2009; Fan et al., 2011; Wang et al., 2013; Back and Rosenberg, 2014). 
Furthermore, late hippocampal atrophy following preterm birth exacerbated by WMI is also 
reproduced in this model (Fan et al., 2005; Lodygensky et al., 2005; Fan et al., 2008a; Thompson 
et al., 2008). An up-regulation of pro-inflammatory cytokines associated to adverse 
neurodevelopmental outcomes in preterm infants was also seen in this model which includes 
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha(TNF-α) and, long-lasting elevated levels of 
interleukin-1β (IL-1β) (Pang et al., 2003; Lodygensky et al., 2014; Jin et al., 2015; Galinsky et al., 
2018). Particularly, clinical and animal studies in WMI suggest that IL-1β plays a central role in 
the acute and chronic phase of injury (Girard et al., 2010; Favrais et al., 2011; Rosenzweig et al., 




more severe neuropathological phenotype characterized by microglial activation, increased cell 
death, oligodendrocytes impairments and behavioral alterations (Lee et al., 1993; Pang et al., 2003; 
Cai et al., 2004; Pang et al., 2006). The study of Girard et al. demonstrated that acute phase of WMI 
in preterm infants was characterized by an increased expression IL-1β, IL-1 receptor with no 
expression of the endogenous IL-1R antagonist (IL-1Ra) and its natural antagonist the IL-1 
receptor antagonist (IL-1Ra) (Girard et al., 2010). As mentioned earlier, there is currently no 
approved therapeutic drug in inflammatory WMI but human recombinant IL-1Ra is an interesting 
therapeutic target with promising neuroprotective potential that was approved by the FDA in 2013 
in the pediatric population to treat neonatal-onset multisystem inflammatory disease (Dinarello et 
al., 2012; Rosenzweig et al., 2014). In the LPS-induced WMI model described earlier, 
simultaneous intracerebral injection of IL-1Ra (but not with TNF-α antibody) decreased the extent 
of LPS-induced injury (Cai et al., 2003; Pang et al., 2003). Furthermore, systemic administration 
of IL-1Ra protected against brain injury in models of perinatal systemic inflammation (Girard et 
al., 2012 ; Savard et al., 2013 ; Savard et al., 2015).  
Recent amelioration in neonatal intensive care led to a decrease in cystic PVL which made diffuse 
WMI such as non-cystic PVL the most common WMI in preterm infants (Khwaja and Volpe, 
2008). Compared to cystic PVL, diffuse WMI cannot be identified reliably by ultrasonography, as 
its cystic counterpart (Inder et al., 2003). In the study of Inder et al., on a 30 weeks born preterm, 
the use of diffusion weighted imaging was able to detect early sign of injury (5 days post birth), 
with widespread apparent diffusion coefficient reduction in the white matter at a time where 
ultrasonography and traditional MRI did not detect any changes (Inder et al., 1999). This sharp 
decrease in diffusivity seen on mean diffusivity maps (MD) occurs during the first few days 
following brain injury was initially described in patients with stroke and in newborns with birth 
asphyxia (McKinstry et al., 2002). In rat pups injected with LPS intracerebrally, MD restriction 
detected in vivo has been shown to strongly correlate with apoptosis in the corpus callosum 
(Lodygensky et al., 2014). In rat pups, MRS detected metabolic changes identical to preterm infants 
with white matter injury showing an increased concentration of lactate and macromolecules in the 
corpus callosum 24h following the LPS injection (Lodygensky et al., 2014). In a clinical setting, 
in vivo MRI (DTI and MRS) was able to monitor early therapeutic response in different diseases 
including glioblastoma (Najac and Ronen, 2016; Price et al., 2016), breast cancer (Bathen et al., 




2010), and depression (Caverzasi et al., 2012). 
The aim of this paper was to demonstrate, in rat pups, the use of magnetic resonance technologies 
(DTI and MRS) as potential tools for in vivo monitoring of therapeutic response of IL-1Ra 






2.1 Animal preparation 
Sprague-Dawley dams and their litter composed of male rats at one day of life (P1) were obtained 
from Charles River Laboratories (Charles River, Canada). They were allowed to acclimatize to the 
animal facility prior to experimental procedures. The animals had free access to water and food 
and were exposed to 12 hours light/ dark cycles. All animal-handling procedures were approved 
by the Institutional Committee for Animal Care of the Montreal Heart Institute Research Center, 
following the recommendations of the Canadian Council of Animal Care.  
 
2.1.1 Intracerebral injection 
Forty-eight 3 days old (P3) male Sprague-Dawley rats (average weight of 8.77±0.09g) were 
randomly assigned to one of three experimental groups: Sham (n=17), LPS (n=16) and LPS + IL-
1Ra (n=15) ; with each litter having at least 2 animals from each treatment group. LPS exposed 
animals received an intracerebral injection of a suspension of 16 µg/µl LPS (1 mg/kg ; 
Lipopolysaccharide E. coli, serotype 055:B5 ; SigmaAldrich, Oakville, ON, Canada), in sterile 
saline (0.5 µL for 8 g pup) and, Sham pups received an equivalent volume of 0.9% sterile saline 
solution alone. The intracerebral injection was made in the corpus callosum at a level equivalent 
to P-7, c9 (Ramachandra and Subramanian, 2011) under ultrasound guidance using Vevo LAZR 
micro-ultrasound system (FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Canada) as it was previously 
published (Lodygensky et al., 2014). A micropipette mounted on a microprocessor-controlled 
injector (Micro4 from World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) with a rate of 100 nL/min 
was used for the injections. All the intracerebral injections were performed under isoflurane 
anesthesia.  
 
2.1.2 Animal treatment 
LPS animal were further divided into two groups: one with IP injection of IL-1Ra (LPS+IL-1Ra ; 
2 mg/kg ; Kineret-Anakinra, Amgen, Thousand Oaks, CA, USA)) and the other with IP injection 
of 0.9% sterile saline (LPS). Three doses of sterile saline were administered at 5min, 6h and 22-
24h after intracerebral LPS injection. Half of the animals (n=24) were imaged at MRI, euthanized 




performed, pups were euthanized, and the brains were collected for biochemical and gene 
expression analysis. 
 
2.2 Nuclear Magnetic Resonance 
Animals were anaesthetized by isoflurane (4% for induction; 0.5-2 % for maintenance) in a mixture 
of 0.25% air and 0.5% O2 and placed in a tailor-made MRI-compatible ertalyte head-holder. The 
procedure was performed according to previously described protocols (Lodygensky et al., 2014). 
Physiology monitoring was conducted with a custom-built pressure pillow combined with a 
temperature probe placed under the abdomen. Temperature was maintained stable at 36°C. 
Respiration was maintained between 50-100 breaths/min by adapting the level of isoflurane. 
Imaging and spectroscopy acquisitions were conducted using a specifically designed quadrature 
surface coil consisting of two geometrically decoupled loops of 14 mm in diameter. All MRI/MRS 
experiments were acquired on an actively shielded 7-T/30-cm horizontal bore magnet scanner 
interfaced with a DirectDrive console (Agilent, Palo Alto, CA, USA) with gradients of 600 mT/m. 
 
2.2.1 Diffusion Tensor Imaging (DTI) 
Diffusion-weighted images were acquired with a coronal-plane resolution of 117 x 234 µm2 and a 
slice thickness of 600 µm. Data was acquired using a standard spin echo sequence (repetition time 
= 2.2s and an echo time = 35ms) with an origin-symmetric diffusion gradient direction (2 x 6) and 
b-values of 0 and 700 s/mm2 similarly to our study using this animal model (Lodygensky et al., 
2010). The diffusion-weighting gradients were applied for a duration (∂) of 7ms and a delay (∆) of 
21ms with 4 averages and a total scan time of 1 hour. 
 
2.2.1.1 DTI Analysis 
The diffusion tensor was fitted to the diffusion-weighted data (weighted linear least square) and 
different scalar maps were extracted from the tensor. Fractional anisotropy (FA), radial diffusivity 
(RAD), axial diffusivity (AD), mean diffusivity (MD) and color-coded (Red, Green and Blue - 
RGB) FA maps were derived from the diffusion tensor using a software written in Matlab 
(MathWorks, Natick, MA, USA) developed by Song et al. (Song et al., 2002; Song et al., 2003; 
Sun et al., 2003; Song et al., 2005). The color-coded FA map was used as principal view for the 




matter, but the placement was validated with the other scalar maps. The ROIs were positioned by 
a rater (L.A.) on the corpus callosum and on ipsilateral and contralateral cingulum, as labeled by 
Paxinos and Watson atlas (Paxinos and Watson, 2007), on three consecutive slices at a level 
equivalent to P-1, c7 and P-1,c10 (Ramachandra and Subramanian, 2011). The ROIs were drawn 
using NIH’s ImageJ software and for each slice, the mean of the ROIs was measured on the FA, 
RAD, AD and MD maps as previously published (Lodygensky et al., 2010 ; Lodygensky et al., 
2014).  
 
2.2.2 Magnetic Resonance Spectroscopy  
Anatomical images were acquired to allow the positioning of the volumes of interest (VOI) for the 
spectroscopy experiments. They were obtained with a fast spin echo MRI sequence (repetition time 
= 3 s, echo train length = 8, effective echo time = 78 ms) with an in-plane resolution of 58 x 
117 µm2 and a slice thickness of 600 µm and a total scan time of 5 min. The VOIs were placed on 
the ipsilateral hippocampus known to have an impaired growth following LPS exposure 
(VOI=1.5x3x2 mm3). The B0 magnetic field homogeneity was adjusted using FASTMAP 
(Gruetter, 1993). Localized spectra were acquired with SPECIAL sequence using a very short echo 
time (2,7 ms) combined with water suppression and an outer volume suppression as described 
previously (Mlynarik et al., 2006; Lodygensky et al., 2014). The spectra were acquired in 18 blocks 
of 16 to improve signal-to-noise ratio, a bandwidth of 5 kHz, 4096 complex data points and a 
repetition time of 4s, for a total acquisition time of 19 min. An additional spectrum with an 
unsuppressed water signal was acquired for referencing and eddy-current correction. 
 
2.2.2.1 MRS Analysis  
Spectra were post-processed using an in-house MATLAB pipeline before the metabolite 
quantification using the LCModel (Provencher, 1993). FIDs were corrected for the phase and 
frequency shifts between the blocks of the spectra, due to the B0 magnetic field drift in time, as 
described in (Near et al., 2015). All blocks were then summed together to increase the SNR, a DC 
offset correction and a left shift of the 4 first complex data points were also applied to minimize 
the first-order phase error. All these steps were conducted using the FID-A matlab toolbox 
(Simpson et al., 2017). The following 18 metabolites were quantified using LCModel: alanine 




glutamine (Gln), glycine (Glyc), glutathione (GSH), glycerophosphorylcholine (GPC), 
phosphorylcholine (PCh), myo-inositol (Ins), lactate (Lac), N-acetylaspartate (NAA), N-
acetylaspartylglutamate (NAAG), phosphocreatine (PCr), phosphoethanolamine (PE) and taurine 
(Tau). In addition to these, lipids and macromolecules signals at specific chemical-shifts were also 
considered as targets for the search of a biomarker and were studied in the same way as the 
aforementioned molecules.  
Only metabolite with a Cramer-Rao lower bound inferior to 20 were kept. A limit on line width 
(30 Hz maximum) and SNR (5 minimum) were also applied.  
 
2.3 Tissue preparation for immunohistochemistry 
Following the MRI, the rats were deeply anesthetised with isoflurane and transcardially perfused 
with saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA). Brains were extracted and submerged in 4% 
PFA for 24h at 4°C and then cryoprotected by immersion in 30% sucrose for at least 48h. Brains 
were kept at 4°C until cutting. Coronal sections (50 µm thick) were cut on a cryostat and conserved 
at - 20°C in cryoprotectant solution (30% ethylene glycol in 0.03 mol/L PBS and 15% sucrose) 
until staining. Special care was taken to ensure that the midline of the brain was absolutely 
perpendicular to the blade for cutting coronal sections.  
 
2.3.1 Immunohistochemistry 
Immunohistochemistry was performed on five free-floating brain sections, 300 µm apart, for each 
animal using the antibodies listed in Table 1 to evaluate cell death (fractin), microgliosis (Iba-1) 
and astrogliosis (GFAP). Briefly, the selected cryosections were washed in PBS and, transferred to 
blocking buffer (1% BSA, 1-5% normal goat serum (NGS), 0.3% Triton X100) for 2h with gentle 
agitation. Sections were then incubated in the primary antibody solution prepared with diluent 
buffer (1% BSA, 0.1% Triton X100 and 1% NGS) at 4°C overnight with gentle agitation. The day 
after, sections were washed in PBS and incubated for 2h at room temperature in the secondary 
antibody solution prepared in diluent. At the end, sections were washed in PBS, stained with DAPI 
solution (0.074% in PBS) for 5 min, washed in PBS and mounted on gelatin-coated slides. Slides 
were air-dried and mounted with Fluorogel (EMS, Cedarlane Labs, Burlington, ON, Canada) 





2.3.2 Immunohistochemistry analysis 
ROIs with fixed dimension (2000x1000 pixels) were drawn out the AxioScan whole brain images 
and quantified using ImageJ (fig. 3-5). For the quantification, a pixel intensity threshold was 
defined as the non-specific background noise intensity as seen on the control brain slices incubated 
solely with the Alexa488 secondary antibody. For the particulated labeling of fractin, the number 
of Fractin+ pixels (fractin) was quantified in the corpus callosum and in the ipsi- and contralateral 
cingulum. The percentage of area covered by Iba-1+ and GFAP+ immunolabelling was performed 
in the ipsilateral and contralateral sides of cortex, hippocampus and cingulum and in the corpus 
callosum. The values of the sections were averaged together to obtain one value per ROI for each 
animal.  
 
2.4 Tissue preparation for biochemical and gene expression analysis 
For protein and RNA preparation and gene expression analysis, 24 pups (n=8 pups per group) were 
used. 24h following the injection, the animals were deeply anesthetized with isoflurane and 
transcardially perfused with saline. Brains were extracted, and the ipsilateral hemisphere was snap-
frozen on dry-ice. Ipsilateral brain hemispheres were reduced to powder by grinding the tissue in 
liquid nitrogen and kept at -80°C.  
 
2.4.1 Protein extraction and ELISA  
For protein extraction, tissue powder was resuspended in RIPA buffer (100 mMTris, pH 7.4, 150 
mMNaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate) with 
protease inhibitor cocktail and PMSF added. The suspension was incubated for 15 min and 
centrifuged at 10 000 g for 15 min at 4°C. Protein determination was performed using a standard 
Bradford protocol. Aliquots were made and kept frozen at -80°C until use. In order to quantify the 
IL-1Ra in brain extracts of treated animals, an ELISA immunoassay was performed using a 
commercial rat IL-1Ra ELISA kit (TSZ Elisa, Biotang, Lexington, MA, USA).  
 
2.4.2 RNA preparation and gene expression analysis 
Total RNA was extracted with the RNeasy mini kit according to the manufacturer's instructions 
(Qiagen, Hilden, Germany). RNA quality and concentration were assessed by spectrophotometry 




subjected to reverse transcription using the iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA). RT-qPCR was performed in triplicate for each sample using SYBR Green Supermix (Bio-
Rad. Hercules, CA, USA) for 40 cycles with a 3-step program (20s of denaturation at 95°C, 30s of 
annealing at 58°C and 30s of extension at 72°C). Amplification specificity was assessed with a 
melting curve analysis. The sequences of the primers used are provided in Table 2. 
 
2.5 Statistics 
All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, La 
Jolla, CA). All data are presented as mean ± SEM. Comparisons between groups were performed 
using Kruskall-Wallis tests followed by Dunn’s multiple comparisons test. Statistical significance 






At P4, we did not see significant difference in body weight between the groups (Sham=10.05 
±0,20g ; LPS=9.33 ±0,3g and LPS+IL-1Ra=9.28 ±.120g) but we noted a significance decrease in 
weight gain from P3 to P4 in the LPS (0.40±0.18g; p=0.022) and LPS+IL-1Ra (0.45±0.28; 
p=0.043). animals compared to Sham (1,47 ±0,22g).  
 
3.1 1H-MRS of the hippocampus.  
24h post-injection of lipopolysaccharide in the corpus callosum of rat pups, MRS was acquired in 
the ipsilateral hippocampus on a 7T scanner on 24 animals (8 Sham, 9 LPS, 7 LPS+IL-1Ra). The 
ipsilateral hippocampus was chosen to evaluate the detection of early sign of injury in a region 
known to undergo late atrophy (Lodygensky et al., 2005; Thompson et al., 2008; Thompson et al., 
2014). Of the 24 spectra processed, 2 were rejected because one had insufficient resolution 
(linewidth > 20) and SNR, and another one had ROI placement errors, leaving a total of 22 spectra; 
8 Sham, 8 LPS and 6 LPS+IL-1Ra. Glutamate, glutathione, N-acetylaspartate, 
phosphorylethanolamine and taurine were quantified in all spectra with a CRLB < 20%. GABA 
was also detected in all but one spectrum with a CRLB < 20%. Due to their resonance proximity 
in 1H-MRS, creatine and phosphocreatine, glutamate and glutamine, N-acetylaspartate and N-
acetylaspartylglutamate, and finally phosphocholine and glycerophosphocholine, were combined 
by two to allow better concentration estimation. For these combinations (respectively Cr+PCr, 
Glu+Gln, NAA+NAAG and PCh+GPC), concentrations could be estimated with a CRLB < 20 % 
for all spectra except for PCh+GPC for which two spectra had a CRLB > 20%. Only GPC was not 
identified in more than 50% of the processed spectra. 
 
3.1.1 Changes in metabolite and metabolite combination 
From the metabolites and metabolite combination evaluated (Table 3), four had significant 
concentration changes between the Sham and LPS-treated groups (fig. 1B). Glutamate (Glu), N-
acetylaspartate (NAA), N-acetylaspartate + N-acetylaspartylglutamate (NAA+NAAG) and 
phosphorylethanolamine (PE) significantly decreased between Sham and LPS animals (Glu : 
p=0.007; NAA: p=0.01; NAA+NAAG: p=0.001 ; PE : p=0.02). For these metabolites, however, 




improvement of the four metabolites concentration changes induced by LPS in animals treated with 
IL-1Ra, particularly for NAA and NAA+NAAG. NAA decreased of 19 % for LPS (2,31 ±0,06 
µmol/g) and of 6 % for LPS+IL-1Ra animals (2,67 ±0,15 µmol/g) ; and NAA+NAAG (fig. 1B) 
decreased of 21% in injured animals (3,11 ±0,11 µmol/g) compared to 11% in treated animals (3,51 
±0,19µmol/g).  
 
3.1.2 Changes in Free Lipids and Macromolecules 
Lipid peak are readily identifiable due to the ultrashort echo time used in the SPECIAL sequence. 
Of the 3 lipids and macromolecules concentrations measured (Table 3), a significant increase 
(p=0.009) was found for the lipid 20 + macromolecule 20 (Lip20+MM20), whose peak is highest 
at 2.0 ppm and were combined due to their resonance proximity. Lip20+MM20 (fig. 1B) 
concentration increased of 45% in the LPS group (13,19 ±0,72 µmol/g) and of only 36% in the 
LPS+IL1-Ra group (12,38 ±0,92 µmol/g) when compared to Sham animals (9,07 ±0,65 µmol/g).  
 
3.2 DTI study 
DTI was acquired on 24 animals (Sham=8, LPS=9 and LPS+IL-1Ra=7) to measure fractional 
anisotropy (FA), mean diffusivity (MD), axial diffusivity (AD) and radial diffusivity (RD) in the 
central part of the corpus callosum and in the ipsilateral and contralateral cingulum. Due to the 
presence of artifacts and/or blood, the ROIs could not be drawn in some animals of the LPS and 
LPS+IL-1Ra groups and, ROIs were drawn in all 8 Sham animals. Thus, in the corpus callosum, 
8 LPS and 6 LPS+IL1-Ra were used ; 6 LPS and 4 LPS+IL-1Ra were assessed for the ipsilateral 
cingulum and 7 LPS and 6 LPS+IL-1Ra for the contralateral cingulum.  
We did not record any significant changes in FA values in the 3 regions evaluated (fig. 2). Animals 
that received LPS had a significant decrease in MD and AD in the 3 ROIs evaluated (fig. 2B, 2C 
and 2D) and RD decreased in the ipsilateral and contralateral cingulum (fig. 2C and 2D). LPS+IL-
1Ra group had significant decrease in RD in the corpus callosum and contralateral cingulum. IL-
1Ra treated animal had a significant restriction of MD in the corpus callosum and in the 
contralateral cingulum although to a lesser extent than LPS animals. There was no significative 







3.3 Immunohistological markers  
To support the DTI/MRS results in the three groups evaluated in this study, immunohistological 
evaluations were to evaluate apoptosis (fractin), microgliosis (Iba-1) and astrogliosis (GFAP).  
 
3.3.1 Apoptosis  
The marker of apoptosis fractin was expressed in the ROIs evaluated in the three groups. Compared 
to Sham animal, LPS exposed animals had increased fractin expression in the 3 ROIs and the 
difference were significant in the corpus callosum and contralateral cingulum (fig. 3D). A slight 
reaction was observed in the ipsilateral cingulum of the Sham animal near the site of the injection 
(fig. 3A) that could contribute to the increased value in this region compared to the other two (fig. 
3D). The LPS+IL-1Ra group had markedly improved fractin expression compared to LPS group, 
though the values were not significant. Knowing that we previously shown that diffusion restriction 
had an inverse correlation with cell death marker expression, we looked at possible interactions 
between fractin expression and DTI. We found that fractin expression had a negative correlation 
to AD in the corpus callosum and contralateral cingulum and this correlation was stronger in the 
corpus callosum compared to the contralateral cingulum (fig. 3E and 3F).  
 
3.3.2 Microgliosis 
Microgliosis was assessed by immunolabelling brain slices with Iba-1 (fig. 4). LPS exposure 
induced bilateral microglia activation within the different ROIs as seen with increased Iba-1 
expression (fig. 4A and B). Compared to the sham group, Iba-1 expression increased significantly 
in the ipsilateral and contralateral cortex of LPS animals (fig. 4B). Treatment with IL-1Ra induced 
a slight decrease in Iba-1 expression particularly in the hippocampus (fig. 4B). Correlation analysis 
were performed between Iba-1 expression and changes seen in the DTI and MRS in corresponding 
ROIs. From the metabolites we measured by MRS, we looked at correlation between Iba-
1expression and metabolites associated to microglia activation and neuroinflammation which 
includes total creatine, total choline, glutamate and the free lipids and macromolecules (Zahr et al., 
2014; Pardon et al., 2016). We did not observe any significant correlation between Iba-1 expression 
and the metabolites of interest although we observed trend between creatine (r=-0.62, p=0.06) and 




parameters showed that Iba-1 expression was inversely associated to AD in the corpus callosum 
and contralateral cingulum (fig. 4C and D) and also, to MD in the contralateral cingulum (fig. 4D). 
 
3.3.3 Astrogliosis  
Astrocyte activation was quantified on brain slices marked with GFAP (figure 5). Images in figure 
5 showed that, LPS exposure induced an important astroglial reaction, which was partially dimmed 
by a treatment with IL-1Ra (fig. 5A). Quantification of GFAP immunolabelling demonstrated that 
LPS induced a significant increase in astrocyte activation in the contralateral cingulum and the 
treatment with IL-1Ra tended to decrease it (p=0.085) (fig. 5B). Quantification of astrogliosis 
revealed a strong reaction in the cortex of LPS exposed animals compared to Sham although it did 
not reach statistical significance (fig. 5B). However, LPS did not seem to influence astrocyte 
activation in the ipsi- and contralateral hippocampus and in the corpus callosum (fig. 5B). 
Correlation analysis between immunohistochemistry and MRS/DTI were done. For MRS, we 
evaluated the correlation between GFAP in the ipsilateral hippocampus and the following 
metabolites myo-inositol, GSH, glutamine, glutamate, and lactate that are associated to astrogliosis 
(Xu et al., 2011 ; Harris et al., 2015). Unfortunately, we were not able to quantify myo-Inositol and 
lactate with sufficient precision in our study. We did not observe any significant correlation 
between the 3 remaining metabolites and GFAP expression in the ipsilateral hippocampus, but we 
saw a trend toward an interaction between GFAP expression and glutamine (r=0.54, p=0.09). 
Assessment of correlation between DTI and GFAP expression revealed an inverse relationship 
between radial diffusivity and the extent of astrocytic activation in the ipsilateral and contralateral 
cingulum (fig. 5C and D).  
 
3.4 Intracerebral level of IL-1Ra: 
To confirm the presence of IL-1Ra within the brain parenchyma following its systemic injection, 
we performed an ELISA with extract from the ipsilateral brain hemisphere. LPS+IL-1Ra had a 
significant increase in cerebral IL-1Ra concentration compared to the Sham and LPS groups (p< 
0.05, fig. 6). This result suggests that the 23% increase in IL-1Ra is due to the presence of the 






3.5 RNA expression : 
The expressions of mRNA for pro-inflammatory (IL-1β, IL-6, iNOS and TNF-α) and necroptotic 
(RIPK1, RIPK3 and MLKL) genes in the ipsilateral brain hemisphere were determined by 
quantitative PCR (qPCR). Compared to the sham group, the LPS had a strong inflammatory 
response for the 4 pro-inflammatory genes tested (fig. 7). IL-1ra treatment decreased LPS-induced 
expression of pro-inflammatory genes particularly for IL-1β and iNOS (fig. 7). Compared to Sham 
animals, LPS animals had a significant increase in the expression of the 3 genes related to 
necroptosis (fig. 8). Animal treated with IL-1Ra had a significant increased expression of RIPK3 
and MLKL but not of RIPK1 (fig. 8). IL-1Ra treatment decreased the LPS-induced expression of 




4. Discussion  
The present study provides new insights on the use of multimodal MRI as an early monitoring tool 
of inflammatory injury and therapeutic response in the immature rat brain.  
 
4.1 Neonatal LPS exposure alters the hippocampal metabolism  
Using 1H-MRS, we showed that intracerebral LPS induced acute metabolic changes in the 
hippocampus, which precedes the late atrophy known to occur in this preclinical model (Wang et 
al., 2013). In accordance to previously published results, we observed a decrease in the NAA and 
NAA+NAAG levels in injured animals typically know to be associated with impaired neuronal 
integrity (Lodygensky et al., 2014 ; van de Looij et al., 2014a ; van de Looij et al., 2014b). In our 
study, glutamate levels in the hippocampus decreased following LPS exposure in a similar manner 
to changes seen during the acute phase of neonatal hypoxia-ischemia (van de Looij et al., 2011 ; 
Sanches et al., 2018) and in the striatum of adult rats subjected to quinolinic acid injury (Tkac et 
al., 2001). The decrease in glutamate level can reflect altered neurotransmitter production 
following neuronal cell death and, it could also represent changes in the glutamate-glutamine cycle 
between neurons and glia. We also measured decreased levels of phosphorylethanolamine (PE), a 
precursor of phosphatidylethanolamine, and, decrease in PE levels was associated to myelination 
impairments and also to sign of lower cellular proliferation in perinatal hypoxia-ischemia (Raman 
et al., 2005; Wang et al., 2016). Moreover, PE levels reduction could reflect a weakened 
antioxidative status in the brain since PE is a substrate in sphingolipid peroxidation (Han et al., 
2017). The concentration of lipid and macromolecule 20 increased following LPS injury similarly 
to data published on this model (Lodygensky et al., 2014). Increase in lipid and macromolecule 
was seen as a sign of microglial cell activation in adult mice subjected to systemic LPS (Pardon et 
al., 2016) and also in tumors (Yamasaki et al., 2015). In brain tumors, increases in lipid and 
macromolecule concentrations were associated with membrane rupture and cell death (Sijens et al., 
1996; Nakamura et al., 2018).  
 
4.2 DTI 
DTI is a sensitive tool that allows in vivo evaluation of cerebral microstructure and is very sensitive 




different diffusivity parameters have not been yet accurately identified, studies suggest that axial 
and radial diffusivity could reflect the integrity of axonal and myelin content (Zhang et al., 2012; 
Tuor et al., 2014; Stolp et al., 2018), however the theory is more complex in the setting of a young 
and immature brain and acute injury. In accordance to published results for both preterm infants 
and animal models with WMI, we recorded during the acute phase of injury a decrease in diffusivity 
(AD, RD and MD) following LPS exposure without changes in fractional anisotropy (Lodygensky 
et al., 2011 ; Lodygensky et al., 2014 ; Tuor et al., 2014). Moreover, changes in axial diffusivity 
correlated to fractin expression in the corpus callosum and contralateral cingulum and also, to a 
lesser extent with microgliosis. Radial diffusivity had an inverse correlation with astrogliosis in the 
ipsilateral and contralateral cingulum. The changes in axial diffusivity are probably a reflection of 
combined ongoing damage with increase in cell death, microglial activation and axonal beading 
(Budde and Frank, 2010; Xie et al., 2010). The changes in radial diffusivity seen in this study, at 
an age prior to the onset of myelination, could represent reflect ongoing astrogliosis and could also 
be related to axonal injury as it was seen in animal model of neonatal stroke and also in traumatic 
brain injury (Zhuo et al., 2012; Tuor et al., 2014; Singh et al., 2016). Thus, DTI parameter alteration 
could be a reflection the acute neuroinflammatory response characterized by astrocyte activation, 
microgliosis and apoptotic cell death.  
 
4.3 Neonatal LPS exposure leads to inflammation and cell death 
LPS activation of toll like receptor 4 (TLR-4) induces a pro-inflammatory phenotype characterized 
by microglia activation, astrogliosis, inflammatory marker expression and cell death via both 
caspase-dependant (apoptosis) and caspase-independent (necroptosis) pathways (Nikseresht et al., 
2015; Savard et al., 2015). Similarly to previous results in this animal model at P3 and P5, LPS 
exposure at P3 induced a strong neuroinflammatory profile with the expression of the pro-
inflammatory markers IL-1β, iNOS, IL-6 and TNF-α, gliosis (increase Iba-1 and GFAP expression) 
and expression of both apoptotic and necroptosis markers (Pang et al., 2003; Lodygensky et al., 
2014). To our knowledge, it is the first time that the LPS-induced expression of necroptosis markers 
is shown in the intracerebral LPS-injection model. It was previously demonstrated following 
neonatal hypoxia with associated neuronal and oligodendrocytes death and disruption of normal 
myelination process (Qu et al., 2016; Qu et al., 2017). Furthermore, RIPK3 and MLKL expression 




inflammatory state via IL-1β production (Lawlor et al., 2015).  
 
4.4 Early indication of IL-1Ra neuroprotective effect during the acute injury phase  
During the acute phase of injury, although the effect of IL-1Ra did not reach statistical significance 
levels, we observed that IL-1Ra exerted partial neuroprotective effect with similar trends in in vivo 
MRI and immunohistochemistry and gene expression analysis. The effect of therapy at this point 
cannot be expected to be complete as the animals were only exposed to 3 injections. In Girard et 
al. study, in an animal model of adult stroke, IL-1Ra showed neuroprotective trends during the 
acute phase of injury (24-48h post-injury) but, its neuroprotective and restorative effects were more 
prominent when assessed at later time points (Girard et al., 2014). If animals would have been 
imaged and analysed at later time points, DTI and MRS biomarkers of acute injury would not have 
been usable and the cytokine storm would be over. Indeed, the mean diffusivity reduction is only 
present in the first days following LPS (Lodygensky et al., 2010 ; Lodygensky et al., 2014). 
Furthermore, in vivo MRI is highly relevant when performed during an acute event as it can 
determine the immediate effect of therapy so that it could be replaced if found inefficient similarly 
to its use in glioblastoma multiform management (Rygh et al., 2014 ; de Souza et al., 2015 ; 
Toussaint et al., 2017). We demonstrate here for the first time that the first stages of a 
neuroprotective effect could be identified using in vivo DTI and MRS, which gives complementary 
information during the acute inflammatory injury. These changes were similar to markers of cell 
death and inflammatory markers evaluated by immunohistochemical and biochemical methods. In 
human preterm infants, early imaging was shown to be superior in detecting WMI and predicting 
outcomes (Inder et al., 1999; Martinez-Biarge et al., 2016; Guo et al., 2017; Nguyen et al., 2019). 
With the development of new MR systems for the Neonatal Intensive Care Unit (Tkach et al., 2013; 
Merhar et al., 2017), sequential imaging will be easier to perform and assist in the early injury 
detection and monitoring of therapy. 
 
4.5 Limitations 
One limit of this study is the initiation of IL-1Ra therapy within 5 min of inflammation onset. The 
timing of therapy was based on the kinetics as aforementioned. By starting therapy early, we 
maximised the chances to detect positives changes. We believe that the translational value is still 




that, although DTI is more sensitive than conventional MRI in early detection of brain injury, it 
lacks specificity in regard to the physiological processes involved (Winklewski et al., 2018; 
Novikov et al., 2019). Therefore, the development of new techniques and models to analysis 
diffusion that goes beyond the use of tensors would lead to a better understanding of the 
contribution of different pathophysiological mechanisms on diffusivity changes during the acute 
and chronic phase of injury. Nonetheless, the presence of correlation between DTI and 
immunohistochemical markers underlines its potential to detect the early neuroinflammatory 






In conclusion, we showed that DTI reflected in vivo ongoing neuroinflammation as seen with 
histology, MRS detected early metabolic changes in the hippocampus prior to appearance of 
histological sign of injury. Furthermore, DTI and MRS showed early signs of response to 
neuroprotection during the acute phase of injury. If confirmed in other animal models, these results 
would suggest that in vivo multimodal MRI can detect not only the first stage of major white matter 
injury and metabolic impairment but assess the effect of therapy. As clinical MRI is being used 
more and more in the neonatal intensive care unit, it is highly relevant to evaluate the potential role 
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Tables du chapitre III 
 
Table 1. List of antibodies used for immunohistochemistry 
Antibody Specificity Company Dilution 
Rabbit Anti-Fractin 32 kDaFractin fragment Millipore (Etobicoke, ON, Canada) 1:500 
Rabbit Anti-GFAP Total GFAP protein Cell Signaling (Beverly, MA, USA) 1:500 
Rabbit Anti-Iba1 17 kDa calcium-binding protein Wako (Osaka, Japan) 1:500 






Table 2. List of primers used for gene expression analysis. 
Gene Forward (F) and Reverse (R) primer sequences  Ref. 
GAPDH 
F-5'-AAGGTCGGTGTGAACGGATT-3' 



































Table 3. Concentrations of metabolites quantified in the ipsilateral hippocampus using the 
LCModel. Values are expressed as µmol/g (mean ± SEM). Concentrations in bold showed a 
statistical difference (*p< 0.05 ; **p<0.01) compared to Sham animals (see Figure 1).  
Metabolites Sham LPS LPS+IL-1Ra 
Alanine 2.32 ±0.25 2.43 ±0.21 3.02 ±0.61 
Creatine + Phosphocreatine  6.65±0.14 6.80±0.28 6.63±0.39 
Creatine  5.38±0.39 4.42±0.73 4.34±0.70 
GABA 2.37 ±0.14 2.04 ±0.15 1.88 ±0.18 
Glutamine 2.47 ±0.17 2.38 ±0.17 2.53 ±0.41 
Glutamate 8.09 ±0.22 6.69 ±0.25 ** 7.08 ±0.37 
Glutamate + Glutamine  10.29 ±0.24 8.89 ±0.43 9.35 ±0.60 
Glutathione 2.68±0.16 2.22±0.16 2.15±0.14 
Glycine  3.30 ±0.15 2.86 ±0.19 2.75 ±0.18 
N-acetylaspartate  2.84±0.16 2.31±0.06* 2.67±0.15 
N-acetylaspartate + N-acetylaspartylglutamate 3.96±0.16 3.11±0.11 ** 3.51±0.19 
Phosphocholine  1.44±0.05 1.24±0.11 1.34±0.23 
Phosphocholine + Glycerophosphocholine  1.53±0.06 1.25±0.09 1.47±0.08 
Phosphorylethanolamine  6.71±0.18 5.71±0.21 * 6.11±0.45 
Taurine 19.79 ±0.57 19.31 ±0.65 18.72 ±0.78 
Lipid 09 + macromolecule 09 14.27 ±0.60 15.26 ±0.88 16.15 ±0.42 
Lipid 20 + macromolecule 20 9.07±0.65 13.19±0.72 * 12.38±0.92 






Légendes et figures du chapitre III 
Figure 1. Metabolites were evaluated by MRS 24h following induction of inflammatory injury and 
IL1-Ra therapy. (A) Representative spectrum acquired on the ipsilateral hippocampus (highlighted 
in white rectangle on T2 weighted coronal image on P4 rats). (B) Bar graphs of metabolites 
concentration in the hippocampus; statistically significant changes compared to Sham are 
indicated. n=6-8 per group. Values are represented as mean ± SEM.  
*p< 0.05; **p<0.01; compared to Sham.  
 
Figure 2. In vivo diffusion tensor imaging of P4 rat pups acquired in each group.  
(A) Example of coronal RGB (red, green, and blue) map with the ROIs (ipsilateral cingulum, 
corpus callosum and contralateral cingulum) highlighted in white. The colors in the RBG map 
represent the preferred direction of water diffusion. Red corresponds to medial–lateral, green to 
superior–inferior, and blue to rostral–caudal directions. (B, C and D)Bar graph of fractional 
anisotropy (FA), mean diffusivity (MD), axial diffusivity (AD) and radial diffusivity (RD) in the 
(B) corpus callosum, (C) ipsilateral cingulum and (D) contralateral cingulum. (E) Table of scalar 
map values represented as mean ± SEM. n=4-8 per group. 
*: P < 0.05 ; ** : P < 0.01 ; ***: P < 0.001 compared to the Sham. Diffusivity: μm2/ms.  
 
Figure 3. Post-mortem evaluation of the apoptotic marker fractin 
(A-C) Representative images for each group: (A) Sham, (B) LPS (C) LPS+IL-1Ra. (D) Bar graph 
of the number of fractin+ particles expression in the corpus callosum, ipsilateral and contralateral 
cingulum. In the images at 1x, the boxed areas represent the regions of interest obtained at 20x, 
images correspond to the ipsilateral cingulum. Scatter plot of the axial diffusivity for the natural 
logarithm of the fractin quantification in (E) the corpus callosum, with the following regression 
line: AD= −0.043 × ln(fractin) + 1.98; R2=0.52 P=0.003 and (F) the contralateral cingulum, with 
the following regression line: AD= −0,070 × ln (fractin) + 1,90 ; R2=0.33 P=0.03. n=4 animals per 
group. Values are represented as mean ± SEM. Bars : 1× = 1,000 μm, 20× = 20 μm.*p < 0.05, 






Figure 4. Evaluation of microglia activation by Iba-1 immunohistochemistry.  
(A) Representative images for Sham, LPS and LPS+IL-1Ra animals taken at 1x and 10x using 
Zeiss AxioScan. (B) Bar graph of the percentage of area covered by Iba-1 expression in the ROIs. 
The corpus callosum is highlighted in red. In the images at 1x, the boxed areas represent ROIs; 
images at 20x correspond to the ipsilateral cingulum. (C) Scatter plot of the AD effect for Iba-1 
expression in the corpus callosum, with the following regression line: AD= −0,016 × Iba-1 
expression + 1.86 ; R2=0.35 P=0.015 (D) Scatter plot of the AD and MD effects for Iba-1 
expression in the contralateral cingulum, with the following regression lines: AD= −0,018 × Iba-1 
expression + 1.77 ; R2=0.33 P=0.02 and MD= −0,013 × Iba-1 expression + 1.29 ; R2=0.30 P=0.027. 
n=4-5 animals per group. Bars : 1× = 1,000 μm, 10× = 100 μm.*p < 0.05.  
 
Figure 5. Evaluation of astrocyte activation by immunohistochemistry with GFAP.  
(A) Representative images for Sham, LPS and LPS+IL-1Ra animals taken at 1x and 10x using 
Zeiss AxioScan. (B) Bar graph of the surface covered by GFAP expression in the different regions 
of interest. In the images at 1x, the boxed areas represent the regions of interest; at 10x, images 
correspond to the ipsilateral cortex. (C-D) Scatter plot of the RD effect for GFAP expression in 
(C) the ipsilateral cingulum, with the following regression line: RD= −0,009 × GFAP expression 
+ 1.11 ; R2=0.45 P=0.018 and (D) the contralateral cingulum, with the following regression lines: 
RD= −0,010 × GFAP expression + 1.22 ; R2=0.41 P=0.026. n=4-6 animals per group.  
Bars : 1× = 1,000 μm, 10× = 100 μm.*p < 0.05. 
 
Figure 6. IL-1Ra concentration measured by ELISA in the ipsilateral brain hemisphere. n=8 per 
group. Results are presented in ng/ml (mean±SEM). *p < 0.05. 
 
Figure 7. Changes in pro-inflammatory gene expression in brain of P4 rat pups. Relative mRNA 
levels are presented in arbitrary units (AU, mean±SEM) compared to Sham group. n=8 per group. 
IL-1β, interleukin 1β; IL-6, interleukin 6; iNOS, inducible nitric oxide synthase, and TNF-α, tumor 
necrosis factor α. *p < 0.05; **p < 0.01 ; ***p < 0.001 compared to Sham  
 
Figure 8. Changes in necroptotic gene expression in brain of P4 rat pups 24 h after exposure. 




group. n=8 per group. RIPK1, Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1; RIPK3, 
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3; MLKL, Mixed Lineage Kinase Domain-
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Introduction : Inflammation-induced white matter injury (WMI) in preterm infants is 
characterized by microglia activation, astrogliosis, oxidative stress and short- and long-term 
neurodevelopmental impairments. Microglia and astrocytes activation can be described under a 
broad spectrum of activation profile with extremes described as pro-inflammatory/neurotoxic (M1 
microglia or A1 astrocyte) or anti-inflammatory/neuroprotective (M2 microglia or A2 astrocyte) 
in response to stimuli including lipopolysaccharide (LPS) and inflammatory cytokines such as 
interleukin 1 (IL-1). As IL-1 signalling pathway has been posited as a major driver of 
inflammation-induced perinatal WMI, our aim was to evaluate the contribution of IL-1 modulation 
in LPS-induced microglia and astrocyte activation profile in primary neonatal glial cell cultures.  
 
Methods: Primary neonatal glial cell cultures, composed of astrocyte and microglia, were treated 
with LPS (100 ng/mL) for 8 h or 24 h. Two distinct IL-1 receptor antagonists, Rytvela or Kineret 
(1 μg/mL), were added simultaneously with LPS to respectively modulate or block IL-1 receptor 
activation. Medium was collected to measure levels of IL-1β. Cells were harvested to assess 
expression of markers related to pro- and anti-inflammatory microglia and astrocyte activation 
profiles, and antioxidant genes (HO-1 and NQO1).  
 
Results: At 8 h, LPS exposure induced pro-(M1 and A1) and anti-inflammatory (M2 and A2) 
markers expression and inhibited antioxidant gene expression in microglia and astrocytes. By 24 
h, continuous LPS exposure increased pro-inflammatory and neurotoxic microglial and astrocytic 
markers (M1 and A1), as well as antioxidant genes. Administration of IL-1 antagonists Rytvela 
and Kineret with continuous LPS exposure had modest effect on modulation of specific microglia 
and astrocyte activation pathways. 
 
Discussion/conclusion : We show that LPS effects on in vitro neonatal glial cells are time-
dependent eliciting a number of pro- and anti-inflammatory responses during the acute phase of 
inflammation (8 h), which evolves mostly towards pro-inflammatory and neurotoxic factors by 24 
h of stimulation. Although LPS-induced inflammation led to abundant IL-1 expression, IL-1 




vitro. Taken together, these results point toward a broad inflammatory state induced by LPS with 
multiple pathways activated simultaneously including pro-inflammatory cytokines and 






Prenatal and postnatal episodes of inflammation and infection are associated to increased 
risk of white matter injury (WMI) in the preterm infants [1, 2]. Inflammation in the preterm brain 
induces microglia activation, astrogliosis and generation of reactive oxygen and nitrogen species 
which are associated to neurotoxicity and enhanced risk of altered brain development and 
subsequent short- and long-term neurological impairments [2-4].  
Following exposure to injury or inflammatory stimuli, microglia can be found on a 
continuum of activation states with the extremes characterized as M1 or pro-inflammatory 
microglia and M2 or anti-inflammatory microglia [5-7]. M1 microglia are associated with 
proinflammatory and neurotoxic functions while M2 is associated with immunomodulation, tissue 
repair and type 2 immune response [5, 8, 9]. Perinatal inflammation triggered by TLR-4 agonists 
such as relevant lipopolysaccharide (LPS) are associated to an imbalance of microglia phenotype 
favoring expression of M1-associated markers and subsequent increase in neurotoxicity [10, 11, 
8].  
Similar to the M1/M2 activation spectrum found in microglia, it was shown that astrocyte 
activation could adopt neurotoxic or neuroprotective phenotypes termed respectively A1 astrocytes 
and A2 astrocytes depending on the stimulus [12, 13]. The study of Zamanian et al., which studied 
the genetic profile of astrocytes, found that systemic injection of LPS in young mice induced A1 
astrocytes while exposure to middle cerebral artery occlusion induced A2 astrocytes [12]. 
Furthermore, the presence of microglia is necessary to induce A1 astrocytes following LPS 
exposure both in vivo and in vitro via the production and secretion of interleukin 1 alpha (IL-1α), 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and complement component 1 subcomponent q ( C1q) [14]. 
So far, the majority of research on A1 and A2 astrocyte polarisation have focused in the aging brain 
and little is known on that mechanism in immature and neonatal brains. 
Clinical and animal studies have implicated an important role for IL-1 pathway activation 
in LPS-induced inflammatory WMI and also in microglia activation toward M1 phenotype and 
astrogliosis [15-18]. Based on the proposed combined roles of microglia and astrocytes in in vivo 
inflammation and IL-1 contribution, we proceeded to dissect the latter by evaluating in combined 
glial culture the role of IL-1 in their TLR4-triggered activation. For this purpose, we utilized 




exerts orthosteric properties, and an established IL-1R modulator (Rytvela® [19]), since both have 
been shown to exert neuroprotective effects [20, 21, 19, 22, 23], to determine the contribution of 






2. Materials and methods 
Animals : 
Pregnant Sprague-Dawley dams at gestational day 16 were obtained from Charles River 
Laboratories (Charles River, Canada). The animals had free access to water and food and were 
exposed to 12 hours light/dark cycles. All animal-handling procedures were approved by the 
Institutional Committee for Animal Care of CHU Sainte-Justine Research Center, following the 
recommendations of the Canadian Council of Animal Care. Pregnant rats were left undisturbed 
until they gave birth and their offspring were used to obtain primary mixed glial cells cultures.  
 
Primary mixed glial cell culture : 
Primary cultures of mixed glial cells were prepared from 1 to 2 days-old Sprague-Dawley 
rats of both sexes as previously described [8, 24, 25], with minor adaptations. In brief, cerebral 
hemispheres were dissected (olfactory bulbs and meninges removed) in 0.1M PBS with 6% glucose 
(Sigma, catalogue No G8769) and 2% penicillin–streptomycin (PS ; Gibco, catalogue No 
15140122). Subsequently, the hemispheres were cut into small pieces and mechanically 
dissociated. Afterward, the cells were cultured in low glucose Dulbecco’s modified Eagle’s 
minimum essential medium (DMEM; Gibco, catalogue No 11885084) supplemented with 10% 
fetal bovine serum (FBS; Wisent, catalogue No 080-150) and 0.1% PS. Media was changed every 
7 days and cells were maintained at 37°C and 5% CO2 for all the experiments. Cells were seeded 
into 6 wells plates and treated when they reached confluency at day in vitro 14 (DIV14).  
Cells were also seeded on coverslip in 24 wells plates to assess cell type found in mixed 
glial cells preparation. Immunolabeling was performed on fixed cells to evaluate the presence of 
microglia, astrocyte and neurons for ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1), glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) and NeuN respectively. In these conditions, mixed glial cell 
cultures were mainly composed of astrocytes and microglia, while neurons were hardly detected 
(shown in Suppl. Fig. 1).  
 
Treatment of cells :  
At DIV14, the culture media of mixed glial cells were replaced with serum-free media prior 




E. coli, serotype 055:B5, Sigma, Oakville, ON, Canada) in serum-free DMEM or kept in culture 
in serum-free DMEM alone (control). LPS dose was chosen based on previous studies [10, 26, 27], 
and confirmed upon analysis of IL-1β released in the media at LPS concentration ranging from 1 
to 1000 ng/mL (shown in Suppl. Fig. 2), revealing that maximum efficacy was attained as of 100 
ng/mL. Mixed glial cells that were exposed to LPS were further separated into 3 groups for 
subsequent treatments: LPS alone, LPS with Rytvela (1 μg/mL ; Elim Biopharmaceuticals, 
Hayward, California) and LPS with Kineret (1 μg/mL ; Kineret-Anakinra, Amgen, Thousand Oaks, 
CA, USA) for 8 h or 24 h. After 8 h and 24 h of exposure, the supernatants were collected to 
perform IL-1β ELISA and the cells were harvested for RNA extraction to perform gene expression 
analysis and for protein extraction to assess cytokine level. 
 
RNA extraction and quantification of gene expression by qPCR:  
Total RNA was extracted from combined glial cells using TRIzol reagent (Invitrogen, 
Thermo Scientific Canada, Montreal, Canada) according to the manufacturer’s instructions. RNA 
quality and concentration were assessed by spectrophotometry using the Nanodrop 1000 
spectrophotometer apparatus (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Total RNA (0,5 µg) was 
subjected to reverse transcription using the iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Ontario, 
Canada). RT-qPCR was performed in duplicate for each sample using SYBR Green Supermix 
(Bio-Rad, Ontario, Canada) for 40 cycles with a 3-step program (20s of denaturation at 95°C, 30s 
of annealing at 58°C and 30s of extension at 72°C) on Lightcycler 96 machine (Roche Molecular 
Systems, Mannheim, Germany) [28, 29]. Amplification specificity was assessed with a melting 
curve analysis. Primers were designed to have a Tm ≈ 60 °C and to span exon/exon boundaries 
using the Primer-BLAST tool (NCBI/NIH from the National Library of Medicine, Bethesda, USA) 
[30]. Primer were synthesized by BioCorp (Montreal, Canada). The sequences of the primers used 
are provided in Table 1. The fold-change expression was determined by the comparative cycle 
threshold (CT) method (2−ΔΔCT) and normalized to the housekeeping genes GAPDH and RSP29. 
 
Protein extraction procedure and Multiplex cytokine assay: 
Whole cell lysate of mixed glial cells was prepared in lysis buffer (RIPA buffer with 
protease inhibitor cocktail and PMSF added) and cleared from cellular debris by centrifugation 




normalize cytokine data, was determined by Bradford assay (Bio-Rad, Ontario, Canada). Levels of 
IL-1β, IL-6, TNFα, and IL-10 were measured with a custom rat ProcartaPLex 4-Plex (Thermo 
Fisher Scientific Cat. No. PPX-04-MXH6AKR) following manufacturer's instructions. All samples 
were run in duplicates on the Luminex xMAP/Autoplex Analyser CS1000 system (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA) and data was analysed with the Luminex system software.  
 
IL-1β ELISA: 
The media from mixed glial cells was collected at 8 h and 24 h and briefly centrifuged to 
remove particles (1,000 RPM for 10min). Level of IL-1β released by the combined glial cells in 
the supernatant was measured with a rat IL-1β DuoSet ELISA assay (R&D Systems, MN, USA). 
All samples were run in duplicates and measured on the CLARIOstar microplate reader (BMG 
LABTECH Inc., Cary, NC, USA). 
 
Statistics: 
All statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, USA). All data are presented as mean ± SEM. Statistical significance was 






LPS-induced expression changes in astrocyte-related phenotype markers at 8 and 24 h in 
combined glial cells  
Our first aim was to determine changes in astrocyte phenotypes in combined glial cells 
following treatment with LPS in presence or absence of Rytvela or Kineret. Genes chosen to 
characterize A1 (Amigo2, C3 and Serping1) and A2 (CD109, EMP1 and S100A10) astrocytes were 
based on their specificity for each phenotype as shown in previous articles [12, 14, 34, 35]. After 
8 h stimulation with LPS, the expression of the three A1-associated markers Amigo2, C3 and 
Serping1 (shown in Fig. 1A-C) and of A2-associated marker EMP1 and S100A10 (shown in Fig. 
1E-F) was induced in combined glial cells; while expression of A2-associated marker CD109 was 
inhibited (shown in Fig. 1D). Overall treatment with Rytvela and Kineret did not affect changes 
induced by LPS, excepting Amigo2 that had a tendency to decrease in presence of Kineret that 
reached statistically significance with Rytvela and significant decrease of EMP1 by Kineret.  
At 24 h of LPS stimulation, the expression of the three A1-associated markers was still 
elevated following LPS treatment compared to control (shown in Fig. 2A-C), while A2 markers 
were generally decreased. Compared to the expression at 8 h, the fold-change of the three A2-
associated markers decreased (shown in Fig. 1D-F and Fig. 2D-F). Rytvela and Kineret did not 
affect expression of most A1 and A2 markers, with the exception of A2 marker S100A10 marker 
which had a tendency to increase upon Rytvela and reached statistically significance with Kineret 
(shown in Fig. 1F). Thus, continuous exposure to LPS (100ng/mL) modulated astrocyte activation 
toward A1 profile.  
 
 
LPS induced M1 and M2 microglial makers at 8 h in combined glial cells  
We then looked at M1 and M2 phenotypes of combined glial cells following treatment with 
LPS alone or in presence of Rytvela or Kineret. The genes chosen to characterize M1 (IL-1β, IL-
6, TNFα and iNOS) and M2 (IL-10 and arginase 1) microglia polarisation were based on their 
specificity for each phenotype as established in previous studies [8, 24].  
After 8 h of LPS exposure (100 ng/mL), genetic expression of the M1 markers (IL-1β, IL-




increase in M1 markers was superior to that of M2 ones. Kineret and Rytvela did not modify 
changes induced by LPS other than causing a decrease in iNOS by Kineret and in IL-10 by Rytvela 
(shown in Fig. 3). 
 
LPS induced a M1 microglia phenotype at 24 h in combined glial cells  
At 24 h, combined glial cells exposed to LPS (100 ng/ml) had significantly increased 
genetic expression of M1 markers (IL-1β, IL-6, TNFα and iNOS) compared to control (shown in 
Fig. 4A-D) and relative IL-1β expression increased from 8 h to 24 h (shown in Fig.3A and Fig. 
4A). Whereas compared to control, M2 markers expression did not change significantly with 24h 
of LPS exposure (shown in Fig. 4E-F). In fact, the relative expression of M2 markers decreased 
from 8 h to 24 h of LPS exposure (shown in Fig. 3E-F and Fig. 4E-F). Thus, combined glial cells 
exposed to LPS for 24 h acquire a pro-inflammatory profile characterized by increased M1 markers 
(notably IL-1β) compared to ‘anti-inflammatory’ M2 markers. Kineret and Rytvela did not affect 
expression of any markers induced by LPS.  
We also determined the protein expression of inflammatory markers. There was a very 
robust increase in intracellular (shown in Fig. 5A) and released IL-1β at both 8 and 24 h (shown in 
Suppl. Fig. 3). IL-6 was undetectable. TNFα was also increased at 24 h after LPS ; but IL-10 was 
not significantly changed (shown in Fig. 5B,C). Consistent with mRNA data, Rytvela and Kineret 
did not affect examined inflammatory protein expression. 
 
LPS induced a rapid biphasic antioxidative response in combined glial cells 
An intrinsic element associated with inflammation is oxidative stress. We determined the 
effect of LPS on expression of antioxidant genes NQO1 and HO-1 that are regulated by Nrf2 [36-
38]. At 8 h after LPS, NQO1 expression decreased and a tendency was also observed for HO-1 
mRNA (shown in Fig. 6 A-B); whereas by 24 h, both NQO1 and HO-1 increased (shown in Fig. 






To dissect out the contribution of IL-1 in LPS-induced activation of microglia and 
astrocytes, these cells were isolated and cultured in absence or presence of distinct IL-1R inhibitors. 
We found that during early phase (8 h) of LPS stimulation both M1/M2 and A1/A2 markers were 
induced; and by 24 h there was a clear predominance of pro-inflammatory and neurotoxic M1 and 
A1 markers, associated with expression of antioxidant genes. These observations are consistent 
with those reported on LPS effects on microglia and astrocyte polarization [12, 8, 39, 14, 40]; the 
same applies to effects of LPS on anti-oxidant Nrf2-dependent genes expression [41, 42]. 
Following a robust increase in IL-1 induced by LPS exposure, it was not possible to shift the 
balance toward M2 and A2 response using 2 distinct IL-1R inhibitors. 
A relevant component in this study is that although LPS induced an astrocytic profile with 
mixed increase in A1 and A2 markers during the early phase of inflammation, long-lasting 
exposure to LPS resulted in polarization toward A1 astrocyte profile. A1 astrocytes are known to 
induce synaptic loss trough upregulation of complement cascade genes and also neuronal and 
oligodendrocyte death via the production of astrocyte-derived neurotoxins that have yet to be 
identified [12, 14, 40]. As A2 astrocytic activation is described as neuroprotective, the decrease in 
A2 markers in our study further support the detrimental phenotype of LPS-activated astrocytes [12, 
14]. Among the A2-associated markers studied, CD109 was the earliest marker to be inhibited and 
had sustained inhibition up to 24 h. Although CD109 role is poorly understood in physiological 
and pathological conditions, it was shown that CD109 is associated to epidermal growth factor 
(EGF) signaling, partakes in wound healing process and is also a negative regulator of transforming 
growth factor beta 1 (TGF-β1) signal [43-46] which are known to partake in different 
developmental processes including myelination, oligodendrocyte maturation and synaptogenesis 
[47-50]. Furthermore, the other markers of A2 astrocyte are also associated to neuroprotective 
effects. S100A10, also known as p11, is known to play a role in membrane repair, cellular 
proliferation and protection against apoptosis [51, 52] and EMP1 is involved in blood-brain barrier 
tight junction and regulation of cell cycle [53, 12, 54]. Over time, LPS induces astrocyte activation 
profile that is potentially neurotoxic and lacks trophic support functions in conjunction with that of 




We found that IL-1β induction was higher at both gene and protein levels compared to 
TNFα or IL-10 at both 8 h and 24 h of LPS exposure. Similar results were also seen previously in 
in vivo and in vitro animal studies of LPS-induced inflammation and neonatal WMI [55, 56, 33, 
57, 29]. Knowing that IL-1 signalling is posited as a major key player in neonatal WMI, we looked 
at its implication in the setting of LPS-induced inflammation by targeting IL-1R signaling with 
Rytvela (NFκB-independent antagonist) or Kineret (competitive antagonist). Although IL-1β had 
the highest concentration among the cytokines measured, its inhibition did not realign glial reaction 
toward a strong anti-inflammatory profile (M2 and A2). Among the different markers assessed, IL-
1 signaling was shown to particularly partake in iNOS expression early after LPS stimulation. We 
noted that treatment with Kineret but not Rytvela at 8 h decreased iNOS expression fold change. 
Similarly, previous studies in primary microglial and astrocytic cell cultures showed an implication 
of IL-1 signalling in iNOS expression and activity [58-60]. The discrepancy observed here between 
Rytvela and Kineret further highlight the fact that iNOS expression depend partly of NFκB 
activation as Rytvela does not block this downstream effector in IL-1R signal [61, 59, 19]. 
The lack of more robust immunomodulation properties of two distinct IL-1R inhibitors on 
isolated microglia and astrocytes could reflect the fact that LPS induces a broader inflammatory 
reaction that implicates multiple inflammatory mediators [62-64, 8]. These complex interactions 
have been shown to require structured interaction between neuronal, glial and endothelial cells in 
the brain [60, 65] that induce feedforward retroaction loops amplifying inflammatory response to 
LPS and different cytokines including IL-1 [40, 66, 65, 67]. For example, LPS have been shown 
to activate microglia and endothelial cells which releases inflammatory mediators including 
cytokines and chemokines that activates in autocrine and/or paracrine manner other cells including 
astrocytes and this leads to strengthened cellular interactions in establishment of a neurotoxic state 
[68, 69, 67]. We have previously shown that LPS led to long-term alteration of the brain methylome 
by producing broad methylation changes in more than 500 genes of different pathways related to 
inflammation and neurodevelopment [70] and this could result from synergistic effect of 
simultaneous and sustained activation of different downstream effectors and mediators. This 
concept has been proposed by others that showed that, although IL-1α is able to induce the 
expression of A1-related genes, it is the combined action of IL-1α, TNFα and C1q that played a 
major role in LPS-induced astrocytic activation [14], as other cytokines such as TNFα contribute 




pattern is also seen in systemic inflammation as illustrated with the need of simultaneous blockade 
of IL-1 and IL-18 to exert beneficial effect in septic shock mice models including LPS-induced 
models [75]. In human, clinical trials showed that administration of recombinant human IL-1 
receptor antagonist (rhIL-1Ra) did not improve significantly survival at 28 days compared to 
placebo in adult suffering from severe sepsis and/or septic shock except in a small subset of patient 
suffering from sepsis with secondary macrophage activation syndrome [76-78]. Thus, although IL-
1 partakes in LPS-induced inflammatory response, its inhibition alone might not be sufficient to 
modulate microglial and astrocytic activation in a context of sustained LPS exposure.  
In conclusion, although IL-1 is abundantly present, its inhibition is not sufficient to increase 
A2 and M2 profiles during sustained LPS exposure in primary neonatal combined glial cell 
cultures. Broad inhibitors of inflammation may be preferable in acute phases of inflammation, 
while more specific inhibitors should be reserved for later phases, in order to preserve necessary 
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Tables du chapitre IV 
Table 1. List of primer used for gene expression analysis 

























Gene Forward (F) and Reverse (R) primer sequence Accession No 
































Légendes et figures du chapitre IV 
Figure 1. Gene expression of A1 and A2 astrocytic markers in mixt glia cell culture 8 h 
after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL). The 
expression of A1 markers (A) Amigo2, (B) C3 and (C) Serping1, and of A2 markers (D) CD109 
(E) EMP1 and (F) S100A10 were assessed. mRNA fold changes are presented as mean±SEM 
in arbitrary units (AU) compared to Ctl group (n=9 per group). C3, Complement component 3; 
CD109, Cluster of differentiation 109; EMP1, Epithelial membrane protein 1; S100A10, S100 
calcium-binding protein A10; Serping1; Complement component 1 inhibitor. n.s., non 
significative ; *p < 0.05; **p < 0.01 ; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 compared to LPS 
 
Figure 2. Gene expression of A1 and A2 astrocytic markers in mixt glia cell culture 24 h 
after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL). The 
expression of A1 markers (A) Amigo2, (B) C3 and (C) Serping1, and of A2 markers (D) CD109 
(E) EMP1 and (F) S100A10 were assessed. mRNA fold changes are presented as mean±SEM 
in arbitrary units (AU) compared to Ctl group (n=6 per group). C3, Complement component 3; 
CD109, Cluster of differentiation 109; EMP1, Epithelial membrane protein 1; S100A10, S100 
calcium-binding protein A10; Serping1; Complement component 1 inhibitor. n.s., non 
significative ; *p < 0.05; **p < 0.01 compared to LPS 
 
Figure 3. Gene expression of M1 and M2 microglial markers in mixt glia cell culture 8 h 
after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1μg/mL) or Kineret (1μg/mL). The 
expression of M1 markers (A) IL-1, (B) IL-6, (C) TNF-α and (D) iNOS and of M2 markers (E) 
IL-10 and (F) Arginase 1 were assessed. mRNA fold changes are presented as mean±SEM in 
arbitrary units (AU) compared to Ctl group (n=9 per group). IL-1β, interleukin 1β; IL-6, 
interleukin 6; IL-10, Interleukin 10 ; iNOS, inducible nitric oxide synthase and TNF-α, tumor 
necrosis factor α. n.s., non significative; *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 






Figure 4. Gene expression of M1 and M2 microglial markers in mixt glia cell culture 24 h 
after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL). The 
expression of M1 markers (A) IL-1, (B) IL-6, (C) TNF-α and (D) iNOS, and of M2 markers (E) 
IL-10 and F) Arginase 1 were assessed. mRNA fold changes are presented as mean±SEM in 
arbitrary units (AU) compared to Ctl group (n=6 per group). IL-1β, interleukin 1β; IL-6, 
interleukin 6; IL-10, interleukin 10 ; iNOS, inducible nitric oxide synthase and TNF-α, tumor 
necrosis factor α. n.s., non significative; *p < 0.05 ; **p < 0.01 compared to LPS 
 
Figure 5. Intracellular protein level of M1 and M2 microglial markers in mixt glia cell 
culture 24 h after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL). 
The intracellular concentration M1 markers (A) IL-1, (B) TNF-α and of M2 markers (C) IL-10 
was assessed. Protein concentrations are presented as mean±SEM in pg/mL/mg of proteins (n=5 
per group). IL-1β, interleukin 1β; IL-10, Interleukin 10; TNF-α, tumor necrosis factor. n.s., non 
significative; *p < 0.05; **p < 0.01 ; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 compared to LPS 
 
Figure 6. Expression of NRF2-dependent antioxidant genes in mixt glia cell culture at 8 h 
and 24 h after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL). 
The expression of antioxidative genes HO-1 (A and C) and NQO1 (B and D) were assessed at 
8 h and 24 h. mRNA fold changes are presented as mean±SEM in arbitrary units (AU) compared 
to Ctl group (n=9 at 8 h per group and n=6 at 24 h per group). HO-1, Heme oxygenase 1; NQO1, 













































Matériels supplémentaires du chapitre IV 
 
Supplemental figure 1. Evaluation of cell types present in mixt glial cell cultures  
Cells were stained with markers for nucleus (DAPI), microglia (Iba-1), astrocytes (GFAP) and 
neurons (NeuN) as indicated. All pictures were taken on the slide scanner AxioScan Z1, scale 
bar 50 μm. (A) DAPI in blue, Iba-1 in green and GFAP in red. (B) DAPI in blue, Iba-1 in green 







Supplemental figure 2. Dose-dependent level of IL-1β released the medium of mixt glia cell 
culture at 8 h and 24 h after exposure to different concentration of LPS.  
Protein concentrations are presented as mean±SEM in pg/mL (n=3 per group). IL-1β, 







Supplemental figure 3. Level of IL-1β released the medium of mixt glia cell culture at 8 h 
and 24 h after exposure to LPS (100 ng/mL) ± Rytvela (1 μg/mL) or Kineret (1 μg/mL).  
Protein concentrations are presented as mean±SEM in pg/mL (n=3 per group). IL-1β, 







Chapitre V : Discussion et perspectives 
5.1 Discussion 
Dans le cadre de cette thèse, nous avons vu que l’exposition néonatale au LPS induit des 
changements à court et à long terme dans le cerveau. De plus, la réponse inflammatoire et 
thérapeutique durant la phase aigüe de la neuroinflammation peut être détectée à l’IRM in vivo 
chez le rat néonatal. En utilisant le modèle de WMI par injection intracérébrale chez le rat 
néonatal, nous avons démontré que : 
1) L’exposition au LPS induisait des changements du méthylome impliqués dans une 
multitude de gènes reliés à différents mécanismes neurodéveloppementaux et 
neuroinflammatoires qui persistaient 21 jours plus tard 
2) L’IRM multimodale permet d’évaluer in vivo la lésion et le début de la réponse 
thérapeutique durant la phase aigüe de l’inflammation 
3) Le LPS induit un profil d’activation mixte de la microglie et des astrocytes qui évolue 
vers une réponse pro-inflammatoire neurotoxique 
4) Le système de l’IL-1 a un rôle limité sur la modulation de l’activation de la microglie 
et des astrocytes induite par le LPS  
 
5.1.1 Changement du profil épigénétique 
Dans le chapitre II, nous avons démontré la présence d’altération du méthylome cérébral 
durant la phase aigüe et chronique de la réponse inflammatoire dans le modèle de WMI. De 
manière générale, l’exposition au LPS induisait une hyperméthylation des gènes reliés au 
neurodéveloppement et une hypométhylation des gènes impliqués dans la réponse 
inflammatoire innée et acquise. De plus, nous avons identifié 51 régions identiques qui gardaient 
leur profil de méthylation entre 24 h et 21 jours après la lésion. Il a été démontré chez l’humain 




6 mois malgré que la méthylation est un processus dynamique (561). Donc, il pourrait être 
d’intérêt de considérer ces gènes comme de potentiels candidats lors d’études futures.  
Outre les changements épigénétiques, l’exposition au LPS induit une dilation bilatérale 
des ventricules cérébraux 21 jours après l’exposition au LPS. Cette dilatation est similaire aux 
études précédentes qui ont démontré que l’exposition centrale ou systémique au LPS induisait 
une dilatation ventriculaire tant chez les animaux néonataux qu’adultes (345, 354, 562-564). Il 
a été mis de l’avant que cette dilatation ventriculaire puisse être secondaire à une perte cellulaire 
ou une augmentation de la pression intraventriculaire dans le cerveau immature (368, 565, 566). 
L’absence d’hémorragie intraventriculaire dans notre modèle démontre que la dilatation 
ventriculaire serait plus associée à une perte du tissu périventriculaire et il a été proposé que ceci 
serait un mécanisme de compensation secondaire aux atteintes de la substance blanche (346, 
562, 567, 568). Tant chez l’humain que chez le rat, la sévérité de la dilatation ventriculaire a été 
associée à des déficits moteurs et cognitifs (569-572). Tout comme pour les changements de 
méthylations sur certains gènes, la dilation ventriculaire présentait une certaine variabilité qui 
pourrait être associée à la sévérité des atteintes. Dans notre étude, nous avons utilisé deux 
cohortes différentes de rats pour mesurer la méthylation et la dilatation ventriculaire. Il serait 
intéressant de mesurer la dilatation ventriculaire par IRM chez les rats avant d’étudier le profil 
de méthylation cérébral. Ceci permettrait d’évaluer la présence d’une corrélation entre la 
sévérité de la lésion et les altérations épigénétiques.  
La présence de l’altération du méthylome pourrait avoir un impact sur la trajectoire 
neurodéveloppementale. Donc, de futures études seront nécessaires pour répliquer et valider ces 
résultats et étudier les changements d’expression associés à différents gènes candidats, 





5.1.2 Détection de la lésion et de la réponse thérapeutique par IRM 
multimodale durant la phase aigüe de l’inflammation  
Dans le chapitre 3 de cette thèse, nous avons évalué la capacité de l’IRM multimodale à 
détecter les lésions et la réponse thérapeutique durant la phase aigüe de la réponse inflammatoire 
dans le modèle animal de WMI induit par LPS.  
Tout d’abord, nous avons mesuré l’intégrité de la microstructure de la substance blanche 
dans le corps calleux et les cingulums ipsilatéral et controlatéral par DTI. Nous avons observé 
une diminution de la diffusivité dans ces régions d’intérêt et ces altérations corrélaient avec 
l’évaluation post-mortem de la mort cellulaire et de l’activation de la microglie et des astrocytes. 
Ces changements sont similaires à la restriction de la diffusivité observée durant la phase aigüe 
de l’inflammation chez les prématurés et les modèles d’inflammation périnatale (213, 224, 347, 
349, 573). 
Nous avons aussi détecté par MRS une altération du métabolisme de l’hippocampe. 
L’hippocampe des animaux lésés avait une diminution des métabolites reliés à l’intégrité 
neuronale, à l’intégrité membranaire et à la neurotransmission glutamatergique et une 
augmentation de métabolites liés aux lésions cérébrales. Ces changements dans le métabolisme 
de l’hippocampe n’étaient pas associés à l’augmentation de l’expression des marqueurs des 
astrocytes et de la microglie. L’hippocampe est une région cérébrale plus susceptible à l’atrophie 
chez les enfants nés prématurément (264-266, 574). Dans les modèles animaux d’inflammation 
périnatale, l’activation de la réponse inflammatoire a été associée à des atteintes neuronales dans 
l’hippocampe. Ces atteintes sont caractérisées par altération du système glutamatergique, une 
inflammation persistante et une diminution de la survie des neurones nouvellement formés (575-
578). Ces changements métaboliques de l’hippocampe à la MRS pourraient représenter le début 
des atteintes neuronales dans l’hippocampe.  
Outre la détection de la lésion cérébrale, l’IRM multimodale a permis de démontrer une 
efficacité partielle de l’IL-1Ra qui a été corroborée par des analyses post-mortem de 
l’expression de marqueurs génétiques et immunohistochimiques. L’observation des débuts de 
la réponse thérapeutique à l’IRM supporte l’importance de l’utilisation de cette technique dans 




Actuellement, la majorité des appareils d’IRM utilisés en clinique ont une force du 
champ magnétique de 1,5 T ou de 3 T (579). Ces appareils permettent d’obtenir facilement des 
images avec une résolution allant jusqu’à 1 mm dans le cerveau humain (579-581). À l’opposé, 
l’IRM de petits animaux est effectuée sur des appareils à haut champ magnétique (>7 T) pour 
obtenir des images de haute résolution en présence d’un plus petit volume cérébral 
comparativement au cerveau humain (0,45 mL chez le rat nouveau-né vs 0,5 L chez l’humain) 
(581, 582). Le haut champ magnétique des IRM animal permet d’augmenter substantiellement 
le ratio de signal sur bruit pour avoir des données d’une qualité se rapprochant de celles 
observées en clinique (581-583). Donc, il est possible de mesurer chez les prématurés la 
présence des changements vus par IRM multimodale (DTI et MRS) dans notre modèle animal. 
En recherche clinique, l’utilisation de l’IRM a permis de démontrer l’efficacité neuroprotectrice 
de la mélatonine et de l’EPO lors d’essais randomisés contrôlés chez les prématurés (584-587). 
Par exemple, l’IRM effectuée à l’âge correspondant au terme a démontré que l’EPO était 
associée à une diminution du score de WMI, une augmentation de l’anisotropie fractionnelle 
(584, 585). De plus, l’IRM à 3 T acquise le plus tôt possible après la naissance a détecté que 
l’administration anténatale de sulfate de magnésium diminue l’incidence d’hémorragie 
cérébelleuse chez les prématurés (588). De plus, l’étude MagNUM a démontré que l’effet 
neuroprotecteur de l’administration de magnésium sulfate chez les mères à risque de travail 
préterme était associé à une augmentation de la valeur de l’anisotropie fractionnelle et une 
diminution de la diffusivité radiale à l’IRM à l’âge équivalent au terme (589). Bien que la 
majorité des essais cliniques chez le prématuré ait effectué l’IRM seulement à l’âge équivalent 
au terme, il est envisageable d’effectuer l’IRM plus précocement après le début de la thérapie. 
Il a été établi que les acquisitions à l’IRM avant l’âge équivalent au terme possèdent la capacité 
de détecter la présence de WMI et que ces atteintes corrélaient à des déficits neurologiques et 
cognitifs jusqu’à l’âge de 3 ans (301, 590-592). Donc, l’application de l’IRM précocement chez 
les prématurés pourrait faciliter le développement et l’évaluation de nouvelles approches 





5.1.3 La polarisation de la microglie et des astrocytes in vitro 
Dans le chapitre IV de cette thèse, nous avons évalué in vitro l’évolution temporelle de 
la réponse astrocytaire et microgliale durant une stimulation continue au LPS. Nous avons 
observé que le LPS induisait une réponse biphasique de l’activation gliale. Après 8 h de 
stimulation continue au LPS, les cellules gliales activées expriment des marqueurs pro-
inflammatoires (M1 et A1) et anti-inflammatoires (M2 et A2). Après 24 h de LPS en continu, 
les cellules gliales adoptent un profil pro-inflammatoire et neurotoxique (M1 et A1).  
L’évolution temporelle de la polarisation de l’activation de la microglie est en accord 
avec les données in vitro et in vivo publiées précédemment. In vitro, il a été démontré que les 
cultures de microglie stimulées au LPS ont une réponse mixte M1/M2 qui atteint un pic à 12 h 
de stimulation pour devenir une réponse majoritairement M1 par après (162). De plus, l’HI 
néonatale est accompagnée d’une réponse mixte M1/M2 durant les premiers 24 h suivie d’une 
augmentation du nombre de la microglie M1 qui persiste jusqu’à 7 jours après la lésion (176).  
L’évolution temporelle de la polarisation des astrocytes en réponse au LPS a été peu 
évaluée à moins de 24 h ou encore dans des modèles néonataux (163, 191-193, 593). Parmi les 
études néonatales, l’étude de Shiow et al. a démontré que l’induction des astrocytes A2, par 
l’exposition systémique à l’IL-1β chez la souris néonatale, était associée à une inhibition de la 
maturation des oligodendrocytes et une hypomyélinisation (594). Donc, contrairement au rôle 
neuroprotecteur observé chez les animaux matures, les astrocytes A2 chez les animaux 
immatures sont associés à des altérations neurodéveloppementales. Donc, tant les astrocytes A1 
que les astrocytes A2 sont possiblement associés à des effets délétères durant la période 
néonatale.  
Notre étude est parmi les premières à détailler la réponse astrocytaire in vitro durant la 
phase aigüe de la réponse inflammatoire. L’augmentation concomitante du profile 
d’astrocyte A1 et de microglie M1 vient supporter l’hypothèse d’une boucle de rétroaction 
positive entre ces deux cellules (voir section 2.3). Bien que nous n’ayons pas étudié en détail la 
modulation de la polarisation in vivo, nous avons observé une augmentation de l’expression du 
marqueur astrocytaire GFAP et du marqueur de la microglie Iba-1 dans des régions cérébrales 




concomitante à une augmentation de l’expression de marqueurs inflammatoires associés à la 
microglie M1. Le lien entre l’activation de ces cellules gliales suggère fortement que l’activation 
astrocytaire dans notre modèle néonatal serait de type A1. Cela reste à être confirmé lors de 
futures expériences.  
 
5.1.4 Contribution de l’IL-1 durant la phase aigüe de la réponse 
inflammatoire induite par le LPS 
 Dans le chapitre IV, nous avons évalué la contribution de la signalisation IL-1 dans la 
polarisation de la microglie et des astrocytes induite par le LPS. Nous avons démontré in vitro 
que la modulation de la réponse IL-1 par le biais de l’IL-1Ra ou du Rytvela jouait un rôle limité 
dans la polarisation de la microglie et des astrocytes par le LPS. De plus, nous avons noté in 
vivo que l’IL-1Ra avait un effet partiel sur l’activation des cellules gliales et sur la réponse 
inflammatoire durant la période aigüe de l’inflammation. Donc, l’effet limité de la modulation 
de la voie de signalisation de l’IL-1 pourrait découler de la réaction inflammatoire excessive 
induite par le LPS durant les premières 24 h (595). Tel que vu dans le chapitre II, le LPS induit 
une hypométhylation de différents gènes reliés à la réponse immunitaire. Cette hypométhylation 
pourrait se traduire par une induction de l’expression de différents médiateurs inflammatoires 
interagissant entre eux pour établir une boucle de rétroaction amplifiant la réponse 
inflammatoire durant la phase aigüe de l’inflammation (312, 313). En sachant que la majorité 
(>70 %) du LPS est éliminé du cerveau de la souris adulte après 4 h, il est fort probable que 
l’inflammation chronique dépende de l’expression de ces différents médiateurs, dont l’IL-1 
(596-598). 
Bien que nous ayons observé un rôle limité de l’IL-1 dans la réponse gliale durant la 
phase aigüe de l’inflammation (24 h) in vivo, il est possible que cette cytokine joue un rôle plus 
prépondérant durant l’initiation et l’établissement de la neuroinflammation chronique. Chez 
l’animal, l’exposition systémique ou centrale au LPS durant la période néonatale induit une 
augmentation des niveaux d’IL-1β qui persiste jusqu’à l’âge adulte (351, 359, 366). De plus, 
l’injection intracérébrale d’IL-1Ra concomitante au LPS produit un effet neuroprotecteur partiel 




effet est plus significatif lorsqu’évalué à des temps ultérieurs (346, 361, 599). Similairement, 
dans des modèles néonataux d’exposition systémique au LPS ou au LPS combiné à un épisode 
d’hypoxie-ischémie, l’effet neuroprotecteur de l’injection systémique d’IL-1Ra (10 mg/kg ou 
100 mg/kg) était plus significatif lorsqu’évalué à long terme (346, 546, 600, 601). Donc, l’effet 
neuroprotecteur de la modulation de l’IL-1 par l’IL-1Ra ou le Rytvela pourrait être plus apparent 
lorsqu’évalué durant la phase chronique de la neuroinflammation.  
 
5.2 Perspectives 
5.2.1 Étude de l’impact de la WMI sur le méthylome cérébral 
Dans le chapitre II de cette thèse, nous avons démontré que l’exposition néonatale au 
LPS induisait une altération du méthylome cérébrale qui persistait jusqu’à 21 jours après 
l’insulte. Pour faire suite à cette étude, il serait intéressant de mesurer la corrélation entre les 
changements de méthylation observés et l’expression génique de gènes d’intérêts durant la 
période aigüe et chronique de la réponse inflammatoire. Tout d’abord, les efforts seraient 
concentrés sur la mesure de l’expression des gènes qui démontrent des changements de 
méthylations persistants entre les 2 temps par PCR (expression génique) et aussi à l’aide 
d’immunobuvardage (expression protéique). De plus, nous pourrons aussi vérifier l’expression 
des gènes qui sont le plus fortement associés à différents mécanismes clés démontrés dans 
l’analyse des voies de signalisation (« GO analysis ») dont la réponse inflammatoire et le 
développement axonal. Ces expériences permettront de mieux cibler les gènes et voies de 
signalisations jouant un rôle prépondérant dans la neuropathologie du modèle de WMI. Une fois 
que certains gènes ciblent seront identifiés, il sera possible de vérifier leur implication dans les 
WMI chez le nouveau-né en étudiant la méthylation de l’ADN dans la salive qui a démontré une 
corrélation élevée au tissu cérébral. 
Outre ceci, l’impact de l’exposition au LPS sur la machinerie enzymatique de la 
méthylation de l’ADN devrait être évalué. Il a été dénoté que l’exposition au LPS in vitro 
augmentait l’expression de la protéine DNMT3-like (DNMT3l) dans des cultures primaires de 




pas d’activité méthyltransférase, elle facilite l’activité enzymatique de la DNMT3a et de la 
DNMT3b (605). Outre ces changements in vitro, l’exposition systémique au LPS a été associée 
à une diminution de l’expression des DNMT3a et DNMT3b dans la microglie (606). De plus, 
une diminution de l’expression de la DNMT1 a été dénotée dans l’amygdale de porcins exposés 
à une infection virale durant la gestation (607). À la lumière de ces résultats, nous croyons qu’il 
est important de mesurer l’expression de ces différentes protéines dans notre modèle de WMI. 
Tout d’abord, nous mesurons l’expression protéique et génique de ces différents médiateurs de 
la méthylation. Par la suite, il serait intéressant de mesurer l’activité enzymatique des DNMT 
par le biais de tests enzymatiques colorimétriques. Finalement, nous pourrions évaluer la 
contribution de ces enzymes en comparant le profil de méthylation entre des animaux exposés 
au LPS et des animaux exposés au LPS et traités avec un inhibiteur de l’activité des 
méthyltransférases telles que la 5-aza-2’— deoxycitidine ou la zébularine (608). Ces 
expériences permettraient de mieux comprendre le rôle et le mécanisme d’action des 
méthyltransférases dans la WMI induite par exposition au LPS. 
 
5.2.2 Étude de la polarisation astrocytaire et microgliale in vivo dans le 
modèle de WMI 
À ce jour, la majorité des études portant sur la polarisation astrocytaire a été effectuée in 
vitro ou in vivo dans des modèles animaux à l’âge adulte. En lumière des observations in vitro 
de la polarisation de la réponse astrocytaire vers un profil A1 à la suite de l’exposition au LPS, 
il serait intéressant d’étudier ce phénomène in vivo chez le rat néonatal. Nous avons dénoté que 
le modèle animal présentait une augmentation de l’expression du GFAP, un marqueur panréactif 
des astrocytes, particulièrement dans le cingulum. La polarisation des astrocytes pourrait être 
évaluée à différent temps durant la phase aigüe (6 h, 12 h et 24 h) et la phase chronique (3, 7 et 
21 jours) après l’exposition au LPS. Des immunomarquages sur des coupes de cerveau 
permettraient d’évaluer la colocalisation avec le GFAP des marqueurs C3 et S100A10 associés 
respectivement aux astrocytes A1 et aux astrocytes A2. Parallèlement à l’évaluation de 
l’activation astrocytaire, la polarisation de la microglie serait aussi évaluée in vivo à des temps 




par des immunomarquage sur des coupes de cerveau pour évaluer la colocalisation du marqueur 
Iba-1 avec des marqueurs de surfaces de la microglie M1 dont le CD16/32 et le CD86, et de la 
microglie M2 tel que CD206 et le CD163 (609). Ceci permettra de détecter les différences 
régionales dans la polarisation astrocytaire et microgliale et de mesurer l’évolution de la 
polarisation dans le temps. 
En identifiant les régions cérébrales où l’activation de la microglie et des astrocytes 
adoptent un profil associé à la neurotoxicité et la neuroinflammation, nous pourrions isoler ces 
cellules pour effectuer une évaluation du transcriptome par séquençage de l’ARN en cellule 
unique (« single cell RNAseq »). Ceci permettra une meilleure identification et caractérisation 
des phénotypes de la microglie et des astrocytes associés à la WMI allant au-delà de la simple 
polarisation M1/A1 et M2/A2.  
5.2.3 Étude du rôle de l’IL-1 dans la réponse inflammatoire chronique in 
vivo dans le modèle de WMI 
Un des principaux buts de cette thèse était de démontrer la capacité de l’IRM de détecter 
le début de la réponse thérapeutique durant la phase aigüe de l’inflammation. Les paramètres 
évalués à l’IRM dans cette thèse sont maximaux durant le pic de la réponse inflammatoire 
induite par le LPS.  
Afin de maximiser l’efficacité de l’IL-1Ra et du Rytvela, il serait nécessaire d’effectuer 
une courbe dose-réponse de l’effet neuroprotecteur de ces molécules dans notre modèle. Dans 
la majorité des études, la concentration d’IL-1Ra administrée par injection systémique varie 
entre 10 μg/kg et 200 mg/kg en fonction de l’espèce et du modèle animal (547). En partant de 
cet intervalle, nous testerions des concentrations de 10 mg/kg, 20 mg/kg, 50 mg/kg et 
100 mg/kg par injection intrapéritonéale au 12 h. Ces concentrations d’IL-1Ra ont déjà 
démontré une efficacité thérapeutique dans divers modèles animaux de lésions néonatales (546, 
547, 601). Pour le Rytvela, nous testerions les doses de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg et 1,5 mg/kg au 12 h 
qui ont déjà démontré une efficacité thérapeutique dans divers modèles animaux chez le rat et 
la souris (551, 553-555, 557, 610). Les animaux seraient imagés à l’IRM à 24 h (P4) pour 
déterminer la dose d’IL-1Ra et de Rytvela présentant la meilleure efficacité durant la période 




Les études ont démontré que les effets de l’inhibition de l’IL-1 étaient plus apparents 
lorsqu’évalués à long terme (346, 600). Donc, nous pourrions vérifier l’impact d’un traitement 
continu à l’IL-1Ra ou au Rytvela dans notre modèle animal d’injection intracérébral de LPS à 
P3. Les animaux pourraient être traités par deux injections quotidiennes par voie intrapéritonéale 
jusqu’à 7 jours après le début de la lésion. Les animaux seraient imagés à l’IRM à 24 h (P4) et 
à 7 jours (P10) après le début de la lésion pour évaluer l’évolution de la lésion et de la réponse 
thérapeutique. L’IRM à P4 permettra de voir la présence ou l’absence d’une réponse 
thérapeutique partielle et l’IRM à P10 confirmera la valeur thérapeutique de l’inhibition ou de 
la modulation de l’IL-1L avant de poursuivre l’étude. En cas d’effet neuroprotecteur à P4 et à 
P10, les animaux subiraient à l’âge adulte (P30 et P80) différents tests comportementaux 
mesurant la mémoire et l’activité locomotrice de l’animal pour évaluer l’effet à long terme de 
ces deux molécules.  
Lorsque le potentiel neuroprotecteur de ces molécules sera confirmé, il sera possible 
d’envisager leur utilisation dans la prévention des WMI chez les prématurés. Dans nos études, 
les animaux ont été traités avec le recombinant humain de l’IL-1Ra qui partage 75 % 
d’homologie avec l’isoforme du rat, donc les concentrations à utiliser chez l’humain seraient 
relativement inférieures à celles du modèle animal (546). Actuellement, l’utilisation de 
l’anakinra (0,5 à 1,5 mg/kg/jour) dans la population pédiatrique souffrant du syndrome CINCA 
est associée à peu d’effets secondaires dont le plus fréquent est une réaction cutanée au site 
d’injection (611). Tout comme démontré dans notre modèle, l’injection systémique d’IL-1Ra 
augmente les concentrations d’IL-1Ra dans le CSF et ceci est associé à une diminution des 
niveaux de médiateurs inflammatoires, dont l’IL-6 (538, 612). Donc, l’IL-1Ra est une molécule 
prometteuse dans le traitement de la neuroinflammation néonatale.  
En l’absence d’un effet neuroprotecteur de ces molécules, nous pourrions vérifier l’effet 
de molécules ayant un effet anti-inflammatoire plus global tel qu’une des molécules présentées 
dans la section 7.1 de l’introduction. Par exemple, nous pourrions évaluer l’effet des IAIP dans 






Les données présentées dans cette thèse démontrent que l’inflammation postnatale 
induite par le LPS altère l’épigénome cérébral dans des gènes jouant un rôle dans le 
neurodéveloppement et l’inflammation et ceci persiste jusqu’à trois semaines après la lésion. 
De plus, l’inhibition du récepteur à l’IL-1 exerce un effet minimal sur la modulation de 
l’activation in vivo et in vitro de la microglie et des astrocytes durant la période aigüe de la 
réponse inflammatoire au LPS. Finalement, nous avons démontré que les changements à l’IRM 
multimodale corrèlent avec des altérations cellulaires et que cette méthode détecte la réponse 
neuroprotectrice partielle de l’inhibition de l’IL-1 durant la période aigüe de l’inflammation. La 
confirmation de ces résultats lors d’études subséquentes démontrera un rôle central de l’IRM 
multimodale dans la détection et le suivi de l’évolution des lésions cérébrales chez le prématuré. 
De plus, l’étude de l’épigénome du prématuré possède la capacité d’identifier des marqueurs de 
lésions cérébrales et aussi de nouvelles cibles thérapeutiques. La combinaison des données de 
ces méthodes non invasives facilitera le développement de nouvelles approches 
neuroprotectrices. Donc, l’amélioration du devenir neurodéveloppemental chez le prématuré 
passerait par une meilleure compréhension et intégration de la signature épigénétique, 
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